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ONSOZ
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gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amagla iki farkli {iretim yontemi kullanilarak
hazirlanan lipid nanopartikiil sistemler i¢in tasarimla kalite ¢aligmalari yapilmas,
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1. GIRIS

1.1. Derinin Yapisi ve Ozellikleri

Deri insan viicudunun en iist katmani1 ve gerek yiizey alanmi gerekse agirlik
bakimindan viicudumuzun en biiyiik organidir. Altinda barindirdig1 kas ve organlari
koruyan derimiz, sicaklik, nem ya da basing gibi dis faktorlere kars1 da koruma saglar,
patojenlerin viicuda girisini engeller ve viicut sicakligini diizenler (Montagna ve
Parakkal, 1974). Derinin diger gorevleri arasinda bagisiklik sistemine destek vermesi,
viicut sicakliginin diizenlenmesi, biyokimyasal ve metabolizma gibi islevleri

gergeklestirmesi sayilabilir.

Viicudumuzu saran derinin igerisinde sinirler, savunma sistemi bilesenleri, kan
damarlari, ter ve yag bezleri, kil folikiilleri bulunmaktadir. Embriyolojik dénemde
ektoderm ve mezodermden koken alan insan derisi epidermis, dermis ve hipodermis
(subkiitan doku) gibi tabakalardan meydana gelmistir (Katz ve Poulsen, 1971). Derinin
yapist ve tabakalarr Sekil 1.1°de sematik olarak gosterilmistir. Ayrica deri yapisinda
farkli kokenlerden gelen Langerhans hiicreleri, melanositler ve tirnaklar gibi yapilar

da mevcuttur (Degim, 2007).

5= —Epidermis

——Dermis

—— Subkutan doku
Kil foliktlu

Kan damarlan
Ter Bezi

Sekil 1.1. Derinin yapis1 ve tabakalari.



1.1.1. Epidermis

Epidermis viicudun dis yiizeyini kaplayan ¢ok katli epitel dokusudur. Temelde
keratinositlerden ve dendritik hiicrelerden meydana gelir. Fiziksel ve kimyasal olarak
viicudu dis etkilerden koruyan epidermisin kalinligi farkli viicut bolgelerinde (goz
gevresi 0,05 mm ayak tabani 1,5 mm) degisim gosterir. Epidermis tabakalari igeriden
disartya dogru; ‘“stratum basale” (stratum germinativum), “stratum spinosum”,
“stratum granulosum”, “stratum lucidumve “stratum corneum’ olarak siralanirlar

(Degim, 2007).

Bazal tabaka ya da stratum germinativum, silindir seklindeki hiicrelerden
meydana gelen epidermisin en alt katmanidir. Bazal tabaka derinin yenilenmesinden
sorumludur. Bu tabakadaki hiicreler siirekli boliinerek ve disartya dogru farklilasarak
(keratinize olarak) epidermis tabakalar1 arasinda hareket eder. Bazal hiicrelerin en dis
tabakaya kadar ulagmasi yaklasik bir ay siirmektedir (Degim, 2007). Epidermis ve
dermis arasinda bulunan bazal tabaka, dermis tabakasina bazal membran ile baglanir.
Deriye rengini veren melanin iiretimi bu tabakada bulunan melanositler tarafindan
gerceklesmektedir. Ayrica, antijenlerin taninmasindan sorumlu olan Langerhans
hiicreleri ve basincin taninmasindan sorumlu olan Merkel hiicreleri de bazal tabakada

bulunmaktadir (Menon, 2002; Venus ve ark., 2011).

Bazal tabakanin hemen {istiinde sitoplazmalari keratin flamentleri bakimindan
zengin hiicrelerden olusan stratum spinosum tabakasi bulunur. Bu tabaka olgunlagarak
yukart itilen bazal hiicrelerden meydana gelmistir. Hiicreler desmozom ad1 verilen 6zel
bir zar yapisi ile birbirlerine tutunurlar. Bu tabakadaki hiicreler immiinolojik

reaksiyonlarin olusumunda 6nemli rol oynar (Menon, 2002; Venus ve ark., 2011).

Epidermisin canli hiicre igeren en distaki tabakasi stratum granulosum
tabakasidir. Ortalama olarak {i¢ mikron kalinliginda olan bu tabakada keratinizasyon
siireci baglar. Keratinizasyon siirecinde organelleri ¢oziinmeye basalayan hiicreler,

keratin fiberler ile dolmaya baglarken ayn1 zamanda morfolojik olarak diizlesmeye de



baslar. Lipid ve protein miktar1 bakimindan zengin olan bu tabaka derinin beyazligini

ve matligini da diizenler.

Stratum lucidum, genellikle derinin kalinlastig1 yerlerde (ayak tabani ya da avug
i¢ci gibi) bulunan, hiicreleri belli belirsiz, ¢ekirdek ve organel bulundurmayan 6li
hiicrelerden olusan soluk pembe renkteki tabakadir. Bu tabaka keratin sentezi igin

gereksinim duyulan kiikiirt iceren aminoasitler bakimindan zengindir.

Bazal tabakadan baslayarak yiizeye dogru ilerleyen hiicrelerin keratinizasyonu
sonucunda epidermisin en dis tabakasi olan stratum corneum meydana gelir.
Epidermisin bu bolgesinde metabolik olarak aktif olmayan, gekirdeklerini tamamen
kaybetmis, Olii, hekzagonal yapida, korneosit adi verilen boynuzsu hiicreler
bulunmaktadir. Proteinik yapili bir zarf ile ¢evrili olan korneositler agirliginin ii¢ kati
kadar su tutabilme kapasitesine sahiptirler ve i¢lerinde su tutabilen keratin proteinleri
mevcuttur. Seramidler, yag asitleri, kolesterol ve kolesterol siilfattan olusan lipid ¢ifte
tabaka korneositleri birbirine baglar. Bu yapt literatiirde “tugla ve har¢ modeli” olarak
gegmektedir. Bu tabaka derinin su kaybetmesini ve viicuda disaridan madde girisini

engelleyen dnemli bir tabakadir (Degim, 2007).

1.1.2. Dermis

Dermis, epidermis ve subkiitan yag doku arasinda yer alan kollajen ve elastin
liflerin bulundugu tabakadir. Kalinligi gbz ¢evresinden baslayarak el ve ayak
tabanlarina dogru gittikge artan dermis tabakasi kollajen, elastin ve proteoglikanlarin
sentezini gergeklestiren fibroblast hiicrelerini igerir. Ayrica, bagisiklik yanit1 olusturan
mast hiicreleri ve melanin sentezleyen melanositler de bu tabakada yer alir.

Yapisindaki fibroz matrikste, sinirler, kan damarlar1 ve lenf kanallar1 yer almaktadir.

Dermis papiller ve retikiiller tabaka olmak tiizere iki tabaka halinde

bulunmaktadir. Papiller tabaka, ince kollajen fibriller ve genis fibriller arasi



bosluklardan meydana gelir. Retikiiler tabaka ise kalin kollajen demetlerden ve daha

az fibriller aras1 bosuklardan meydana gelir (Yiiksel ve Tarimci, 1988).

Dermis viicudun sicakliginin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar. Bu
fonksiyonu igeriginde bulunan ekrin ter bezleri sayesinde gerceklestirir. Yaygin sinir
agina sahip olmasindan dolay1r ndroreseptor gibi davranan dermis, agri, kasinti ve
sicaklik gibi duyularin algilanmasini saglar. igerdigi apokrin bezlerden salgilanan
maddeler bakteriler tarafindan modifiye edildiginde viicudun kendine 6zgii kokusu
ortaya cikar. Diger gorevleri arasinda viicudun en i¢ kismindaki bilesenleri mekanik
yaralanmalardan korumak, igerisinde bulunan damar ag1 sayesinde epidermisin besin

ihtiyacini karsilamak, deriye esneklik ve dayaniklilik vermek sayilabilir.

1.1.3. Hipodermis

Hipodermis ya da siibkutan doku, dermis tabakasinin hemen altinda yer alir. Bu
tabaka biliyik miktarda yag iireten ve depolayan hiicrelerden olusmaktadir.
Hipodermis tabakasi, altindaki yapilarn fiziksel etkilerden (mekanik ve 1si
degisimlerinden) korur, derinin hareketli olmasini saglar, enerji saglar ve bazi

hormonlar igin depo gorevi goriir (Menon, 2002; Venus ve ark., 2011).

1.2. Deriden Emilim ve Gegis Yollari

Deriden emilim, deri yiizeyine uygulanan topikal bir dozaj formundan etkin
maddenin/aktif bilesenin salinarak, epidermisden penetre olmasi ve dermis
tabakasindan mikrosirkiilasyona girmesi olayidir. Deriden emilim olayina, perkiitan

absorpsiyon ad1 da verilmektedir.

Ilaglarm deriden emiliminde stratum corneum tabakasi, derinin hem en dis

katmani olmasi hem de kompleks yapist nedeniyle kritik 6neme sahiptir. Lipofilik



molekiillerin stratum corneum tabakasindan gegisi pasif diflizyon mekanizmasi ile
gerceklesmektedir. Genel olarak maddelerin deriden gecerken hiicreler arasi
(interseliiler) gecis, hiicreler iginden (intraseliiler) gecis ve porlardan/bosluklardan
gegis yollarini kullandig1 saptanmustir (Barry, 2001; Degim, 2007). Deriden emilim ve
gecis yollar1 Sekil 1.2°de sematik olarak gosterilmistir.

Etkin maddenin fizikofarmasotik 6zellikleri, lipofilik ya da hidrofilik afinitesi,
elektriksel yiikii, molekiil biiyiikliigii deriden emilimde 6nemli rol oynar. Hiicreler
arast gecis mekanizmasinda, madde membrandaki protein ve lipidlerle etkilesir.
Hiicreler arasindaki boslugun su ve protein igerigi deriye uygulanan lipofilik
materyaller icin fiziksel bariyer olusturmaktadir. Intraseliiler gegis yolunu kullanan
maddeler hiicrelerin igerisinden gegerek deri katmanlari arasinda ilerlerler. Genel
yapisal Ozelligi lipofilik olan hiicre membrani, partisyon katsayisi diisiikk olan
hidrofilik maddelere kars1 bariyer olarak gorev yapar. Porlardan/bosluklardan gecis
yolunu kullanan maddeler diisiik direngli kisa bir yol kat ederek dolasima girerler. Bu
yol suda ¢ozinlirligii yiiksek olan maddeler i¢in 6nemli bir gegis yolu olarak

nitelendirilebilir.

Deri Ekleri Yolu Transselliiler Yol
Paraselluler Yol

Kil Safti
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Kan Damarlari

P
{W\\ (’W pi-g (;f’"\ Hipodermis

Yag Huicreleri

Sekil 1.2. Deriden emilim ve gegis yollar1 (Moser ve ark., 2001)



1.2.1. Deriden Gegisi Etkileyen Faktorler

Sivag icerisindeki etkin madde konsantrasyonu doygunluk siirlarina
yaklastik¢a termodinamik aktivite ylikselir ve etkin madde tasiyicit sistemden
kolaylikla uzaklasir (Liuzzi ve ark., 2016; Miinch ve ark., 2017).

Sicaklik artis1 hem derinin hem de formiilasyonun 6zellikleri geregi genellikle
perkiitan absorpsiyonu artiran bir faktordiir. Bu durum formiilasyondaki etkin
maddelerin sicaklikla ¢oziintirliiklerinin degismesi ile agiklanabilecegi gibi fizyolojik
olarak sebum viskozitesinin diisiisii ve kan damarlarinin genislemesi sonucu dolagimin

artmasi ile de agiklanabilir.

Bir molekiiliin birbiri ile karigmayan iki faz arasindaki dagiliminin 6l¢iitii olan
partisyon katsayist deriden geg¢isi etkileyen bir diger 6nemli faktordiir. Transdermal
tagiyict sistemlerde partisyon katsayisinin hesaplanmasi i¢in oktanol/su dagilim
katsayis1 kullanilir. Bu katsay1 yardimi ile maddenin stratum corneum lipidleri ve su
arasindaki dagilimi degerlendirilir. Maddenin yag/su partisyon katsayisi arttikca, lipid
membrandan absorpsiyonu da artar. Kullanilan sivag ile stratum corneum lipidleri
arasindaki partisyon katsayisi da sivagin deriyi nemlendirme ve deriyi ortme 6zelligi,

etkin maddenin deriye gegis oranini 6nemli oranda etkiler.

Etkin maddenin deriden gegisinde temel engel stratum corneum tabakasidir. Cilt
yaralanmalari, cilt rahatsizliklari, asitler, alkaliler ve bazi ¢oziiciilerle muamele gibi
stratum corneumun biitiinliigiiniin  bozulmasina yol acan durumlarda perkiitan
absorpsiyon artar. UV, IR isinlar1 ve iyonize radyasyondan etkilenmenin de

penetrasyonu arttirdig1 agiklanmistir (Liuzzi ve ark., 2016; Miinch ve ark., 2017).

Bebeklerin ve cocuklarin derisi yashilarin ve yetiskinlerinkine gore daha
gecirgendir. Bu durum, bebeklerdeki ve c¢ocuklardaki derinin hidratasyonunun

yaslilara ve yetigkinlere oranla daha yiiksek olmasina baglanmaktadir.



Deriden gegisi etkileyen diger ozellikleri benzer olmasina ragmen, etkin
maddelerin penetre olmasinda bireyler arasinda farkliliklar da gézlenmektedir (Liuzzi

ve ark., 2016; Miinch ve ark., 2017).

1.3. Kozmetik Uriinlere Genel Bakis

Amerikan Gida ve lag¢ dairesi (FDA) kozmetigi “viicuda uygulandiklarinda,
temizlik, giizellik, bakim, cekiciligi arttirmak gibi islevlere yarayan ya da viicut
goriiniimiinii iyilestiren materyaller ya da iriinler” olarak tanimlamigtir. Kozmetik
tiriinlerde preparatin kozmetik 6zelliklerini belirleyen ayirt edici nokta, preparat ve
icerisindeki bilesenler i¢in One siiriilen kullanim amacidir. Kozmetik iiriindeki
herhangi bir bilesen, bir hastalig1 6nlemek, azaltmak, yok etmek ya da fizyolojik bir
islevi degistirme amaci ile piyasaya verildiginde ilag olarak kabul edilir. Herhangi bir
iriin eskiden beri ilag 6zellikleri ile bilinen bir madde igeriyorsa ve tedavi edici
Ozelliklerinden dolayr kullanilagelmisse, yasal olarak kozmetik kapsaminda
degerlendirilse ya da iireticisi tarafindan ilag endikasyonu verilmese dahi dermatolojik

ilag olarak sinmiflandirilir (Kislalioglu, 2016).

Baz1 kozmetik preparatlar diisiik konsantrasyonda etkin madde icermelerine
karsin, yine de kozmetik olarak siniflandirilirlar. Bu duruma verilebilecek bir 6rnek
olarak ABD’de %2 ve %4 oraninda hidrokinon igeren preparattir. Yiiksek
konsantrasyonu olan preparat melazma tedavisi i¢in regete edilirken, diisiik

konsantrasyonu olan preperat regetesiz sunulmaktadir (Kislalioglu, 2016).

Kozmetik iiriinlere ait regiilasyonlarda Avrupa Birligi, ABD ve Japonya temel
merkezler sayilmaktadir. Avrupa birligi kozmetik yasasi ile uyumlu olan iilkemizde,
kozmetik iriinlerin giivenligi, etkililigi, etiket bilgilerinin dogrulugu, bilesenlerin
saflik ve toksisitesinin kontrolii liretici sorumluluguna baglanmistir. Ayrica, kozmetik

tirlinler 1yi iiretim uygulamalar1 kilavuzuna uygun iiretilmis olmalidir (Yo6netmelik,

2005)



1.3.1. Kozmesotikler/Dermakozmetikler

Genellikle deriden gecemeyen iyonik ve c¢ok biiyiikk molekiil yapisina sahip
materyalleri derinin alt tabakalarina tagiyabilen mikro ve nano tastyicilarin etkilerini
dikkate alan baz1 kozmetik bilimciler, literatiire kozmesotik (ilag 6zellikli kozmetik)

terimini kazandirmistir (Kligman, 2000).

Kozmesotikler, “Istenilen kozmetik sonuca gosterdikleri fizyolojik etki ile
ulasan, deri ve deriye bagli olusumlarin yap1 ve fonksiyonlarini olumlu ydnde

etkileyen madde ve liriinler” olarak tanimlanabilirler (Tarimci, 2008)

Kozmesotik  kelimesi,  “kozmetik” ve  “farmasotik”  kelimelerinin
birlestirilmesiyle meydana gelmistir. Kozmesotik preparatlar hem kozmetik hem de
ilag 6zelligi tasir. Bu terim daha popiiler olarak kullanilan dermakozmetik teriminin
aynisidir (Badilli ve Tarimei, 2016).

Dermokozmetik / kozmesotik etkin maddeler 6zellikle deri sagligin1 saglamay1
hedefleyen preparatlardir. Cok kuru duyarly, irrite olmus, atopik, piirtizlii, sivilceli, cok
yagl, yash, gevsemis, sarkik ve pigment farkliliklar1 olan deriyi saglikli hale

dondiirme ve giizellestirme gabalar1 sonucu ortaya ¢ikmis preparat grubudur.

Bircok kozmetik preparatin ilag ile kozmetik arasinda ozellik gosterdigini ve
bazi Uriinlerin kozmetik olarak siiflandirildig:r halde, i¢lerinde bulunan pek ¢ok
maddenin inert olup,etkin madde icermese de derinin morfoloji ve fizyolojisinin
etkilenecegi savunulmugstur. Bu cesit etkin madde ve preparatlar viicutta degisiklik

yapmadiklar1 halde lokal olarak iyilestirici etki gostermektedir.

Japon kozmetik yasas1 viicudu ¢ok az da olsa etkileyebilecek preparatlar1 quasi-
drug (ilag benzeri) veya “kullanimi kisitlanan {iriin” olarak tanimlamaktadir (Ando ve

ark., 2010). Bu grup i¢inde, akne karsiti preparatlari, florlu dis macunlari, banyo



preparatlari, antiperspiranlar, kepek onleyici sampuanlar ve bunlarin i¢inde kullanilan
hammaddeler bulunmaktadir. Dolayisiyla kozmesotik tanimi Japonlarin “ilag benzeri”

tanimu ile Ortiismektedir.

Kozmesotik tiriinler yiiksek oranda bitkilerden ya da alglerden elde edilen ekstre,
vitamin, enzim, peptit ve aminoasit gibi ¢ok sayida bilesenlerden olusabilecegi gibi,
yalnizca birka¢ vitamin ve nemlendirici benzeri az sayida da etkin madde icerebilir.
Kozmesotik iirlinlerin ¢ok satmasinin nedenleri arasinda, bir tek {iriiniin birkag
etkinligi bir arada gostererek, tiiketicinin birden fazla satin aldigi kozmetik {iriin
giderlerinin azaltilmasi ve bu {iriinlerin etiketinde belirtilmese dahi yaslanmaya kars1

oldugu inancidir.

Kozmesotik iriinler giliniimiizde yiirtirliikte olan kozmetik
yasa/yonetmeliklerinde tanimlanmamakla birlikte, bilingli formiilasyon yogun
farmasotik ve dermatolojik katki ve ayrintili testlerle piyasaya sunulmakta ve
tilkketicinin begenisi le popiilerlik kazanmaktadir. Bu iiriinlerin kullanimi hakkinda

tiiketicinin aydinlatilmasi i¢in verilen ek bilgiler kullanimini arttirmistir.

1.3.2. Kozmesotik/Dermakozmetik Etkin Maddelerin Simiflandirmasi

Kozmesdétik/Dermakozmetik maddeler dogal ya da sentetik kanyakli olabilirler.
Kozmesotik maddeler; antioksidan maddeler, vitaminler, peptitler, protein yapili
bilesikler, bitkisel maddeler, seramitler, biyofaktorler ve biyoteknoloji iiriinleri gibi

pek ¢ok grupta siniflandirilabilirler (Badilli ve Tarimei, 2016).

Antioksidan Ozellik gosteren maddeler kozmetik preparatlarda oksidasyonu
onlemek i¢in kullanilan maddelerdir. Antioksidan maddeler kozmesotik preparatlarda
oksidasyonu engelleyerek preparatin kararliligin1 artirmak yerine belirli bir fizyolojik

gorevi gergeklestirmek i¢in kullanilirlar.



Derideki yaslanma siirecinde, diger molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilen
reaktif oksijen tiirevleri (ROS) sentezlenmektedir. Temel biyolojik molekiiller olan
lipid ve proteinler bu yapilar ile temas ettiklerinde hasar gorebilir. Bu hasar elastin ve
kolajen lifler lizerinde geri doniisiimsiiz fizyolojik bozukluklara neden olmaktadir. Bu
zararl etkilerin bertaraf edilmesini saglayan fizyolojik bir anti oksidan savunma
mekanizmasi vardir. Bu mekanizma kabaca enzimatik ve enzimatik olmayan olarak

gruplanabilir (Addor, 2017; Sen, 2016)

Cizelge 1.1. Derinin dogal antioksidan savunma mekanizmasinda yer alan
maddelerden bazilar

Enzimatik Enzimatik olmayan
Glutatyon peroksidaz C vitamini
Glutatyon rediiktaz E vitamini
Bakir Cinko siiperoksit dismutaz B- karoten
Manganez siiperoksit dismutaz Malanin
Ekstraseliiler siiperoksit dismutaz Koenzim Q10

Derinin antioksidan savunma mekanizmast bazi nedenlerden dolay1r ROS ile
miicadele etmede yetersiz kalabilir. Bu durum oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir.
Oksidatif stresin deri kanseri, foto yaslanma ve vaskiiler hasar gibi pekgok duruma
neden oldugu bildirilmistir. Antioksidan maddeler toksik oksijen molekiilii ve serbest
radikalleri etkisizlestirerek oksidatif stresi onler. Antioksidan maddeler; antioksidan
enzim (katalaz, glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi), zincir kirict
antioksidanlar (A,C,E vitaminleri, flavonoitler ve - karoten gibi), koruyucu
antioksidan maddeler (metal baglayici proteinler, transferrin ve laktoferrin gibi) olarak

siniflandirilabilirler.

Dermis tabakasinda bulunan proteinik yapidaki bilesikler esneklik ve
piirlizsiizlik saglar, ancak yaslanma ile birlikte bu ozellikler kaybolmaya baglar.

Deride kolajen, elastin gibi proteinler bulunmaktadir. Kozmetik amagla kullanilan
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proteinler, nemlendirici ozellik gostermeleri, yumusaklik saglamalari, hiicre

rejenerasyonunun saglanmasi gibi amagclarla deri tizerinde kullanilirlar.

Bitkiler igerisinde bulunan lipidler, esansiyel yaglar, flavonoidler ya da tanenler
gibi maddelerden dolayr kozmetik preparatlarda yaygin olarak kullanilirlar.
Kozmesotik maksatla kullanilan bitkisel maddeler genellikle antiinflammatuvar,
antimikrobiyal ve yaslanmaya karsi antioksidan etkisinden dolay1 kullanilmaktadir.
Kozmesotik preparatlarda ¢ogunlukla kullanilan maddeler arasinda: aloe vera jeli,

ginseng, ginko biloba, zerdegal, meyan kokii, papatya gibi bitkiler yer almaktadir.

Seramit hiicreler arasi lipid igeriginin yaklasik yarisint olusturan bir lipiddir.
Kozmetik iiriin formiilasyonlarinda derinin bariyer &zelligini ve nem igerigini
arttirmak amaciyla siklikla kullanilirlar. Sag iizerinde kullanimlarinda ise koruyucu ve

onarici 6zelliklerinden dolayi tercih edilirler.

Biyofaktorler, hayvansal dokulardan elde edilen, hiicre yenilenmesini uyaran,
doku uyarict ve iyilestirici etki gosteren, hiicrelere oksijen taginmasini artiran
maddelerdir. Kozmesotik anlamda 6zellikle fibronektin ve kallikrein biiylik 6nem
tasir. Kozmesotik alanda kullanilacak biyofaktoriin saflik, kararlilik ve gecimlilik

konularinda sorun ¢ikarmamasi istenir.

1.4. Kozmetik Tasiyic1 Sistemler

Konvansiyonel ila¢ ve kozmetik etkin madde tasiyici sistemleri ¢ozeltiler,

dispers sistemler ve yar1 kat1 dozaj sekilleri olmak tizere ii¢ temel gruba ayirabiliriz.
Kozmetik tiretiminde en ¢ok faydalanilan dispers sistemler iki fazli sistemlerdir.

Bunlara 6rnek emiilsiyon ve siispansiyonlar verilebilir. Emiilsiyonlar ayni iriin

icerisinde hem yagda hem suda c¢oOziinen hammaddeleri icerirler. Kozmesotik

11



preparatlarda etkin maddenin deriye ge¢mesini kolaylastirirlar. Kold krem ve stearat

kremi kozmetik agidan 6nemli emiilsiyon sistemleri arasinda gosterilebilir.

1.4.1. Modern Kozmetik Tasiyic1 Sistemler

Kozmetik alanda kullanilan aktif bilesiklerin stabilite problemlerinin
giderilmesinde veya yiikksek molekiil agirligina sahip yeni nesil kozmesotik
bilesenlerin uygulanmasinda konvansiyonel tasiyici sistemlerin yetersiz kalmasi yeni
arayislart glindeme getirmistir. Modern tastyici sistemler dedigimiz ve emiilsiyon
sistemler, vezikiiler sistemler, partikiiler sistemler ve molekiiler sistemler adi altinda

dort temel grupta toplayabilecegimiz tasiyict sistemler gelistirilmistir (Tarimei, 2004).

Kozmeso6tik aktif maddelerin modern tasiyici sistemler i¢inde verilmesindeki
amag etkin maddenin dogru konsantrasyonda, derinin dogru bolgesine ulastirilmasi ve
bu bolgede hedeflenen siire boyunca etkisini slirdiirmesinin saglanmasidir (Tarimet,
2004).

Modern tastyici sistemler, kozmetik aktif bilesiklerin kontrollii salim sekillerinin
hazirlanmas1 bdylece siirekli etkinin saglanmasi, stabilite konusunda sorun yasanan
antioksidanlar ve vitaminler gibi maddelerin stabilitelerinin arttirilmasi, deri tahrisi ve
irritasyonun azaltilmasit ve hazirlanan iriiniin estetik Ozelliginin arttirilmasi gibi
istiinliikler sunduklarindan dolayr tercih edilmektedir. Nano tasiyici sistemler,
parcacik biiyiikliikleri ¢ok kiigiik oldugundan yiiksek kimyasal reaktiviteye sahiptirler.
Bu nedenle reaktif oksijen tiirevleri iiretebilirler (Nel ve ark., 2006). Her nanotasiyict
sistem kendine 6zgii sorunlara sahip olabilir, 6rnegin bazi polimerik tasiyicilarda
biyouyumluluk sorunu gozlenirken, lipid yapiya sahip tastyici sistemlerde oksidasyon

sorunu ortaya ¢ikabilir.
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1.42. Modern Kozmetik Tasiyic1 Sistemlerin Simiflandirilmasi

Kozmetikte kullanilan modern tasiyici sistemler: emiilsiyon sistemler,
vezikiiler sistemler, partikiiler sistemler ve molekiiler sistemler olmak {izere dort ana

grupta incelenebilirler (Tarimci, 2004).

Modern kozmetik tasiyict sistemler degisik sekilde ve farkli biiyiikliikte

olabilirler. Bu sistemlerin siniflandirilmasi Sekil 1.3.’deki tabloda gosterilmistir.

MODERN TASIYICI SISTEMLER

EMULSIYON VEZIKULER PARTIKULER MOLEKULER

SISTEMLERI SISTEMLER SISTEMLER SISTEMLER
- .GOKLU — LIPOZOMLAR POLIMERIK I— SIKLODEKSTRIN
EMULSIYONLAR = SiSTEMIER
EMULSIYONLAR LiPID YAPILI
— TRANSFERZOMLAR SISTEMLER
NANO
EMULSIYONLAR

=1 FITOZOMLAR

-1 ETOZOMLAR

Sekil 1.3. Modern Tasiyic1 Sistemlerin Siniflandirilmasi

Emiilsiyon sistemlerinden nano boyutlara sahip olan nanoemiilsiyonlar birbiri
ile karigmayan iki fazin (su ve yag), ylizey etkin madde ya da yardimci yiizey etkin
madde varliginda olusturdugu, dagilan fazin nanometre biiyiikliigiinde ve kiiresel
damlacik seklinde bulundugu, termodinamik olarak stabil ve transparan goriiniimlii

sistemlerdir.

Nanoemiilsiyonlar farmasdtik amagla oldugu kadar kozmetik amagla da
kullanilan, yiiksek performanslhi tasiyici sistemlerdir. Kiiciik ve uniform damla

boyutlarina sahip olduklar1 i¢in ve uygun akis 6zelliklerinden Otiirii banyo yaglari,
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viicut kremleri, temizleyici kremler, yaslanma karsit1 preparatlar gibi bircok kozmetik
triinde  siklikla  kullanilirlar.  Nanoemiilsiyonlar, uygun lipidlerin  deriye
tagiabilmelerini saglarlar. Bu sayede transepidermal su kaybini azaltip cildin bariyer
ozelligini desteklerler. Klasik emiilsiyonlara ve mikroemiilsiyonlara kiyasla
nanoemiilsiyonun bir¢ok pozitif getirisi vardir (Costa ve Santos, 2017; Rai ve ark.,
2018):

e Damlacik boyutlarinin ¢ok kii¢iik olmas1 damlaciklarin sistem i¢inde
asili kalmasini saglar. Bu durum stabilite problemi olarak goriilen
kremalasma ve flokiilasyonu uzun siire engeller.

e Dermal yolla uygulama yapildiginda nanometre biiytikliigiindeki
damlaciklar, tasidiklar: aktif madde ile birlikte derinin alt tabakalarina
ulasabilirler.

e Diisiik yiizey gerilimine sahip olduklarindan temas ettikleri yiizeyi
1slatma ve yiizeye yayilma ozellikleri ¢ok iyidir.

e Genis ylizey alanlar tagidiklar aktif bilesenlerin emiliminin artmasini
saglar.

e Hazirlanmalarinda ¢ok diisiik miktarlarda yiizey etkin madde kullanimi
yeterlidir.

e Saydam ya da yar1 saydam olmalar1 nanoemiilsiyonlara estetik bir
goriinim kazandirmakla birlikte krem, koplik ve sprey halinde
preparatlarda tasiyici olarak kullanilirlar.

e Parfiim gibi ugucu Ozellikteki kozmetik iriinler i¢in uygun bir
sistemdir. Alkolsiiz parfiimlerin hazirlanmasina olanak saglarlar.

e Sudaki ¢oztiniirliigii diisiik olan aktiflerin sulu ortamda taginabilmesine

imkan saglarlar.

Vezikiiler sistemlerden en ¢ok ¢alisma yapilan lipozomlar, kiiresel sekilli, bir
veya daha fazla lipid ¢ift tabakadan olusan, orta i¢ kisminda ve tabakalar arasinda sulu
faz bulunduran kapali vezikiillerdir. Sekil 1.4.°de Lipozom sekli sematik olarak

gosterilmistir.  Lipozomlarin temel yapi tasi fosfolipidlerdir. Fosfolipidler hem
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hidrofilik (suda ¢o6ziinen) hemde lipofilik (yagda ¢Oziinen, hidrofobik) kimyasal

gruplar iceren amfifilik yapilardir.

Sekil 1.4. Lipozom yapisi ve tabakalar

Lipozomlar hiicresel yapiya benzediginden dolay1 topikal yolla kullanimda
listiinliik saglarlar. Iceriklerinden dolay: deride aktif madde birikimini arttirirlar ve
sistemik yan etki olugsma ihtimalini azaltirlar. Ayrica hem hidrofilik hem hidrofobik
maddelerin enkapsiile edilerek verilmesini saglarlar. Bu karakteristik 6zellikleri
lipozomlari, vitaminler ve esansiyel molekiilleri epidermisi onarmak amaciyla
taginmasinda gorev alan ideal bir tasiyict adayr yapmaktadir (Laouini ve ark., 2012;
Miiller-Goymann, 2004).

Lipozomlar biyouyumlu, biyobozunabilir, toksik olmayan ve esnek yapida
olduklarindan birgok kozmesotik maddenin formiilasyonunda kullanilmaktadir.
Ormnegin A, E ve K vitaminleri ve karotenoidler, likopen ve koenzim Q10 gibi
antioksidanlar bu kozmesoétiklere 6rnek olarak gosterilebilirler. Ayrica kolesterol ve
seramidler gibi normal derinin bilesiminde bulunan maddeler, yillardir topikal deri
kremlerinde hidratasyonu saglamak, deri ylizeyini daha yumusak ve piirlizsiiz hale

getirmek amaciyla lipozom formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Lohani ve ark.,
2014).
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Farmasoétik ya da kozmesdtik anlamda pek ¢ok tistiinliik gdsteren lipozomal
sistemler, depolama sirasinda diisiik stabilite gosterebilirler. Hidroliz veya oksidasyon
reaksiyonlar1 sonucu pargalanabilir, sedimentasyona veya agregasyona ugrayabilirler.
Enkapsiile edilmis aktif maddeler sizinti yapabilmekte veya fiizyon tepkimesi
gerceklesebilmektedir. Bunlarin yani sira lipozomlarin iiretim maliyetleri yiiksektir

(Akbarzadeh ve ark., 2013).

Nanoemiilsiyon ve lipozomlarin yapisal farkliliklart  Sekil 1.5te

gosterilmektedir (Tadros ve ark., 2004).

Sekil 1.5. Nanoemulsiyon ve lipozomlarin yapisal farkliliklari

Nanokapsiiller, aktif maddeler i¢in sivi bir depo gorevi goren yagl bir
cekirdekten ve koruyucu bir zar rolii oynayan polimerik bir kabuktan meydana gelen,
1000 nm’den kiigiik, kiiresel, kolloidal sistemlerdir. Aktif maddeler genellikle i¢
cekirdekte ¢ozlinmiis veya dagilmis halde bulunabildikleri gibi yiizeye adsorbe ya da
konjuge halde de bulunabilirler (Poletto ve ark., 2011).

Polimerik partikiiler sistemlerden olan nanokapsiiller kontrollii salim
yeteneklerinden ve aktif maddelerin penetrasyon veya permeasyon parametrelerini
degistirebilme Ozelliklerinden Otiirii tasiyic1 sistem olarak avantaj saglarlar. Bu
ozellikleri, formiilasyonun kalitatif ve kantitatif kompozisyonlarimin modifiye
edilmesini saglamaktadir. Ayrica nanokapsiillere yiliksek miktarda aktif madde

yiiklenebilmektedir. Nanokapsiillerin sulu dispersiyonlar1 direkt olarak cilde
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uygulanabildigi gibi yari kati, hidrojel ve emuljel olarak da uygulanabilirler (Huynh
ve ark., 2009; Poletto ve ark., 2011).

Son grupta yer alan molekiiler tasiyici sistem siklodekstrinlerdir. Bunlar
nisastanin enzimatik yikimi sonucunda ortaya ¢ikan siklik oligasakkaritlerdir. Diger
tasiyict sistemlerden farkli olarak toroidal (i¢i bos kesik koni) sekillidirler.
Kozmetiklerde hem bir etkin bilesik yiiklenmemis olarak hem de kozmesdtik aktif

maddelerle olusturduklari inkliizyon kompleksleri kullanilmaktadir.

1.4.3. Kozmetik Tasiyici Sistem Olarak Lipid Nanopartikiiller

Geleneksel kolloidal tasiyict sistemlere alternatif olarak ortaya ¢ikan kati lipid
nanopartikiiller (SLN) ve nano yapili lipid tasiyicilar (NLC) gliniimiizde farmasétik ve
kozmesdtik alanda oldukga yogun bir ilgi gormektedir. Tarihsel agidan bakildiginda,
SLN’ler Prof. Miiller ve Prof. Gasco’nun bireysel patent basvurulari sonucu 90’li
yillarda ortaya ¢ikmuistir (Gasco, 1991; Lucks ve Muller, 1991). 2000'lerin basinda,
SLN’lerin ikinci jenerasyonu olan NLC’ler, SLN'lerin bazi sinirli kullanimlarinin
tistesinden gelmek igin Prof. Miiller tarafindan tanimlanmistir (Muller ve ark., 2002a,
2002Db).

SLN’ler, yag/su emiilsiyonlarmmin sivi lipid olan kisminin oda ve viicut
sicakliginda kati olan lipid veya kati lipidlerin karigimai ile yer degistirilmesi ile liretilen
sistemlerdir. NLC’ler ise uzun zincire sahip kati lipid ve kisa zincirli siv1 lipid
karigimlarmi 70:30 ile 99,9:0,1 arasindaki oranlarda iceren sistemlerdir. SLN’nin
kusursuz matriks yapis1 etkin madde molekiillerinin sistemin i¢ine girip yiiklenmesini
zorlagtirir. Bu durum da SLN’lerde diisiik yilikleme kapasitesi ve {iriiniin rafta bekleme
esnasinda etkin maddenin tasiyici sistemden disart sizmasi gibi problemleri
beraberinde getirir. NLC sistemlerde kat1 ve s1vi1 lipidlerin karisimlarinin olusturdugu

daha esnek bir sistem s6z konusudur. Bu nedenle NLC’lere etkin madde yiikleme
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kapasitesi daha yiiksektir (Pardeike ve ark., 2009). NLC ve SLN arasindaki yapisal
farklilik sematik olarak Sekil 1.6.’de gosterilmistir.

\

B cwinBilesik [ | Lipid /\  SwiLipid

Sekil 1.6. SLN ve NLC arasindaki yapisal farkliliklar

1.4.4. Lipid Nanopartikiillerin Avantaj ve Dezavantajlar

SLN ve NLC'ler geleneksel kolloidal tasiyict sistemlere goére birtakim

avantajlara sahiptir (Mehnert ve Mader, 2012; Numanoglu ve Tarimci, 2006). Bunlar;

e Kararli sistemlerdir ve homojen bir partikiil biiylikligii dagiliminda
tiretilebilirler.

e Intravendz, peroral, dermal ve topikal olmak iizere genis bir potansiyel
uygulama spektrumuna sahiptirler.

e SILN ve NLC’ler yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahiptir.

e Sucoziiniirligi yiiksek ya da diistik etkin madddeler i¢in uygun ilag tasiyict
sistemlerdir.

e ilag salimini degistirerek ve doku dagilimmi iyilestirerek ilaclarin
biyoyararlanimini arttirirlar.

e Birkag hafta boyunca siirekli ilag salimi1 saglayabilirler.
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e Birtakim islemler uygulanarak fizikokimyasal Ozelliklerin modifiye
edilmesiyle, SLN ve NLC’ler etkin maddelerin spesifik organlara veya
hiicrelere hedeflendirilmesinde rol oynarlar.

e SLN ve NLC bilesenleri, diisiik toksisiteye sahiptir. Yiiksek erime noktali
kisa ve orta uzunlukta zincir trigliseritleri, fosfolipidleri ve GRAS
statlisiine sahip farmasotik ve kozmetiklerde kullanilan kati lipidleri
icermektedir.

e Viicutta uzun siire dolasabilen biyouyumlu sistemlerdir ve sitotoksik etki
gostermezler.

e Biiylik 6l¢ekli iiretime uygun, diisiik maliyetli ve tekrarlanabilir bir teknik
olan yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemi ile iiretilebilirler.

e Yiiksek basingli homojenizasyon teknigi ile organik ¢oziiciilerin
kullanilmasina gerek duyulmaz.

e 0.22 mikrometrenin altindaki nanopartikiilleri iceren dispersiyonlar

membran filtrasyon teknigi ile sterilize edilebilirler.

SLN ve NLC'lerin kullanimini smirlandiran bazi faktorler de mevcuttur. Bunlar:

e Uzun siire saklanmalarinda olusabilen polimorfik gegislerin etkisiyle,
yiiklenen madde lipid nanopartikiillerden digar1 sizabilmektedir.

e Ortamda lipid nanopartikiil disinda kolloidal 6zellikte partikiiller yer
alabilir.

e Stabiliteyi etkileyen en onemli faktor olan su igerigi dispersiyonlarinda

nispeten fazladir.

19



1.45. Lipid Nanopartikiillerin Hazirlama Yontemleri

Yiksek hizda homojenizasyon ve ultrasonikasyon, lipid nano
dispersiyonlarinin tretimi igin kullanilan tekniklerdir. Bu yoOntemler ayri ayri
kullanilabilecegi gibi birlikte de kullanilabilir. Her iki yontemde de yag fazi erime
derecesinin iizerine 1sitilarak, ayni sicakliktaki su fazi ile yiiksek kayma hizina sahip
bir homojenizator yardimiyla bir siire karigtirilir ve/veya sonikasyon islemi uygulanir.
Her iki yontem de yaygin ve kullanimi kolaydir. Bununla birlikte, dispersiyon kalitesi
¢ogu zaman mikropartikiillerin varlig: ile tehlikeye girer. Ayrica, ultrasonikasyon
yontemi ile iiretim yapiliyor ise metal kontaminasyonunun dikkate alinmasi gerekir
(Mehnert ve Mader, 2012).

Yiiksek basingli homojenizasyon (HPH) yontemi, SLN'lerin hazirlanmasinda
giivenilir ve giligli bir tekniktir. HPH, parenteral beslenmede kullanilan
nanoemiilsiyonlarin iiretimi i¢in yillardir kullanilmaktadir (Lippacher ve ark., 2000).
Yiiksek basingli homojenizatorler, sivinin dar bir araliktan (birka¢ mikron araliginda)
yiiksek basing (100-2000 bar) uygulayarak gegmesini saglar. Boylece, akiskan ¢ok
yiiksek bir hiza, kisa bir mesafede (1000 km / s'in iizerinde) ulasir. Cok yiiksek kayma

gerilimi ve kavitasyon kuvvetleri partikiilleri submikron araligina indirger.

SLN iiretimi i¢in kullanmilan HPH yontemi kendi icinde, sicak ve soguk
homojenizasyon olmak iizere ikiye ayrilir. Her iki durumda hazirlama siirecinde etkin
madde, lipid eriyik iginde eritilerek veya dagitilarak eklenebilir ya da yiizey aktif
madde igeren sulu kisimda ¢6ziilebilir (Mehnert ve Mader, 2012).

Sicak homojenizasyon, lipidin erime noktasinin {izerindeki sicakliklarda
gerceklestirilir. [lk asama olarak sicak lipid eriyigi ve ayni sicakliktaki sulu emiilsiyon
yapici fazin birbiri iginde karigtirtlmasi ile 6n emiilsiyon/kaba emiilsiyon elde edilir.
On emiilsiyonun kalitesi, nihai iiriiniin kalitesini biiyiik 6l¢iide etkiler. Genelde yiiksek
sicakliklar, i¢ fazin viskozitesinin azalmasi nedeniyle daha diisiik parcacik boyutlarina

neden olur.
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Soguk homojenizasyon isleminde kat1 lipid ile sulu YAM dispersiyonu yiiksek
basingli homojenizator ile dgiitiilerek submikron diizeye getirilir. Homojenizasyon
sirasindaki sicaklik artisindan dolayr lipidin erimis halini dengelemek igin etkin
sicaklik kontrolii ve diizenlemesi gereklidir. Soguk homojenizasyon teknigi, sicakliga
bagli ilag bozulmasi, homojenlestirme sirasinda etken maddenin sulu faza kagist,
kristallesme basamaginda ¢esitli modifikasyonlarin  olugmasit  gibi  sicak
homojenizasyon tekniginde Kkarsilasilan problemlerin istesinden gelmek igin
gelistirilmistir. Genel olarak, sicak homojenizasyon ile karsilastirildiginda, soguk
homojenizasyon teknigi uygulanan numunelerde daha biiyiik par¢acik boyutlari ve

daha genis bir boyut dagilimi gézlenir (Mehnert ve Mader, 2012).

Sjostrom ve Bergenstahl tarafindan tanimlanan coziicii
emiilsiyonlagtirma/buharlastirma yonteminde; lipofilik materyal, su ile karigsmayan bir
organik ¢0ziicii (0rnegin sikloheksan) i¢inde ¢oziindiiriilerek sulu bir fazda emiilsifiye
edilir. Kullanilan organik ¢oziictiniin buharlastirilmasindan sonra, lipidin sulu ortamda

cokeltilmesi ile bir nanopartikiil dispersiyonu olusur (Sjostrom ve Bergenstahl, 1992).

Mikroemiilsiyonlarin seyreltilmesi ile birlikte lipid nanopartikiil hazirlanmasi
yontemi Gasco ve arkadaglari tarafindan gelistirilmistir. Optik olarak saydam
mikroemiilsiyonlar 60- 70 °C de diisiik erime derecesine sahip yag asitleri, ylizey aktif
madde ve/veya yardimci yiizey aktif madde ve su kullanilarak olusturulur. Sicak
mikroemiilsiyon, soguk suya 1:25 ila 1:50 hacim oraninda eklenerek lipid

nanopartikiiller olusturulur (Fadda ve ark., 2013).

1.4.6. Lipid Nanopartikiillerin Karakterizasyonlari

“Foton korelasyon spektroskopisi (PCS)” ve “lazer kirmimi (LD)”, partikiil
bliyiikliigliniin rutin 6lgiimleri i¢in kullanilan en giiclii tekniklerdir. Coulter Counter

yontemi, kiigiik nanopartikiillerin degerlendirilmesindeki zorluklar ve kolloidal
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dispersiyonlar1  dengesizlestirebilecek elektrolit gereksinimi nedeniyle nano

partikiillerin biiyiikliiglinii 6l¢gmek i¢in nadiren kullanilir.

“Dinamik 1s1k sa¢ilimi” olark da bilinen PCS yo6ntemi parcacik hareketinin
neden oldugu, sac¢ilan 15181 yogunlugundaki dalgalanmay1 6lger. Bu yontem birkag
nanometreden yaklasik 3 mikrona kadar bir boyut araligini kapsar, ancak PCS daha
biiyiik mikropartikiilleri tespit edememektedir. Daha biiyiik partikiiller, lazer kirinimi
yontemi Ol¢timleri ile tespit edilebilirler. Bu yontem, kirilma agisinin pargacik
yarigapina olan bagintisina dayanmaktadir. Her iki yontemin de partikiil boyutlarini
“Olgemedigi” unutulmamalidir. Aksine, parcacik boyutlarini hesaplamak igin

kullanilan 151k sagilma etkilerini tespit ederler.

Nanopartikiiler sistemlerin karakterizasyonunda, atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) ile karakterizasyon yontemine olan ilgi artmaktadir. Bu teknik, goriintiileme
i¢in 0.01 nm'ye kadar olan uzamsal ¢6ziiniirliikle sonuglanan bir yiizey ve bir prob ucu
arasinda hareket eden kuvveti kullanir. AFM'nin en ¢arpici avantaji, islem sirasinda
vakum gerekmediginden ve numunenin iletken olmasi gerekmediginden, numune
hazirlamanin basitligidir. Bdylece, orijinal olarak hidratlanmis, ¢6ziicli iceren
numunelerin dogrudan analizi i¢in kullanim potansiyeline sahiptir. Biyolojik bilesikler
icin, yikanmis bir mikroskop lamu iizerine veya bir mika substrati lizerine bir ¢ozelti
damlas1 ya da bir numunenin dispersiyonunu yerlestirerek numune hazirlanabilir

(Drake ve ark., 1989; Kirby ve ark., 1995).

“Transmisyon Elektron mikroskobu” (TEM) analizlerinde termoplastik
recineler - polivinil formal turevi kaplanmis bakir 1zgara {lizerine yerlestirilen
nanopartikiiller kurutulduktan sonra, bazi durumlarda osmiyum tetraoksit ile
sabitlenerek, tlizerine elektron 1sm1 gonderilir ve goriintiileme yapilir. TEM
uygulamasinin en biiyiik yarar1 ince yiizeylerde ya da kristallografik analizlerde hassas
iki boyutlu goriintiilemeye olanak tanimasidir (Salome Amarachi ve ark., 2014; Salvi
ve Pawar, 2019).
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“Taramal1 elektron mikroskobu” (SEM), yiiksek c¢ozintrliklii goriinti
olusturmak i¢in vakumlu ortamda elektromagnetik lenslerle inceltilen elektron demeti
ile goriintiileme imkani sunar. Goriintiiler, elektron demetinin malzeme ile olan
etkilesiminden ortaya cikan 1simalar ya da geri yansiyan elektronlar sayilarak
olusturulur. SEM analizi yapilacak nanopartikiiller, uygun bir zemin {izerine
damlatilir, kurutulur ve iizerine altin kaplanir. Hazirlanan 6rnegin iizerine elektron
1511 gonderilmesi ile ylizey goriintiilemesi yapilir. SEM uygulamasi ile ii¢ boyutlu

goriintii almak miimkiindiir (Salome Amarachi ve ark., 2014; Salvi ve Pawar, 2019).

“Diferansiyel taramali kalorimetre” (DSC) ve “X 1s1n1 sagilmasi1”, lipidin fiziksel
durumunu aragtirmak i¢in yaygin olarak kullanilir. DSC, farkli lipid
modifikasyonlarin farkli erime noktalarina ve erime entalpilerine sahip olmasi
nedeniyle lipidin morfolojisi hakkinda bilgi edinilmesini saglar. X 1s1n1 sagilmast ile
de lipid kafesin uzun ve kisa araliklarinin uzunlugunu degerlendirmek miimkiindiir.
Nanopartikiiler dispersiyonlarin kendilerinin 6l¢iilmesi siddetle tavsiye edilir, ¢linkii
solvent uzaklastiritlmasi modifikasyon degisikliklerine yol acabilir (Westesen ve ark.,
1993).

1.4.7. Lipid Nanopartikiille Hazirlanan Piyasa Preparatlar

Lipid nanopartikiiller kullanilarak hazirlanan kozmetik preparatlar genellikle
krem seklinde olmakla beraber, daha diisiik viskoziteli emiilsiyon, serum ya da balsam
seklinde olabilmektedir. Kozmetik pazari arastirildiginda koenzim Q10 igeren {irtinler
sikca gboze carpmaktadir. Bunlardan en bilineni icerisinde antioksidan o6zellikli
Dr.Rimpler’in Cutanova Cream Nanovital Q10 ve Intensive Serum Nanorepair Q10
kremi ve serumudur (Muller ve ark., 2007). Bu formiiller aktif bilesen ile birlikte
bitkisel ekstreler de icermektedir. Daha derin etki ve onarim saglamak amaciyla
yuksek aktiviteli oligosakkaritler ile birlikte yine koenzim Q10 kombinasyonlart NLC
tastyicilar igerisine yiiklenerek piyasaya sunulmustur. Beate Johnen markasina ait

derin etkili serum ve kremler buna 6rnek olarak verilebilir.
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Hindistan cevizi yagi kullanilarak ¢ogunlukla yesil ¢ay ve manolya gibi bitkisel
ekstrelerin yiiklendigi nanopartikiiller tastyicilar kozmetik iiriin olarak piyasada yer
almaktadir. Buna 6rnek olarak, Isabelle Lancray firmasina ait Surmer Krem serileri
gosterilebilir. Ayrica cilt lizerindeki yenileyici etkiyi artirmak amaciyla yine ayni liriin

grubuna peptitler de eklenmistir.

Zeytinyagt kullanilarak NLC seklinde hazirlanan preparatlar da kozmetik
piyasasinda gbéze carpmaktadir. Dr. Thesis firmasina ait serum ve balsamlar buna
ornek olarak gosterilebilir. Igerik olarak Zeytinyagi haricinde; pantenol, tokoferil
asetat ve bir takim bitkisel ekstreler bu iiriin grubunda yaslanma ve kirigiklik dnleyici

olarak kullanilmistir.

1.5. Tasarmmla Kalite Yaklasimi

On formiilasyon caligmalarindan bitmis {iriine kadar siiregelen farmasotik
gelisim yogun ve oldukca karmasik bir islemler biitiiniidiir. Ancak, gelistirilen
farmasotik tirtin her durumda hasta icin belirli kalite diizeyini saglamalidir. Ciinkii
iriin kalitesindeki ufak kusurlar terapotik performansi etkileyecek durumlari ortaya
cikarabilir. Gelisen teknolojik ilerlemelere ragmen, ila¢ endistrisi halen geleneksel
iriin  gelisimi  siirecini  kullanmaktadir.  Geleneksel formiilasyon gelistirme
yaklasiminda; tirliniin kalitesi hammadde kontrolleri, iiriin imalat kontrolleri, proses
kontrolleri ve bitmis iiriin kontrolleri ile saglanabilir. Test ile kalite (QbT) ad1 verilen
bu yaklagimda {irlin 6zellikleri ve {irlin kalitesi arasindaki baglantinin tespiti zordur ve

kalitesi garanti edilemez (Aksu ve ark., 2013).

Test ile kalitedeki sorunlar, ila¢ endiistrisinde modernlesme ¢alismalarini
dogurmus ve FDA ilk adimi atarak iiriin kalitesini daha da gelistirmek modernize
etmek amaci ile Giincel Iyi Uretim Uygulamalarinda (cGMP) yenilikleri ilag
endiistrisine duyurmustur. QbD yaklasimi ve prensibi ise ilk olarak 2004 yilinda FDA
tarafindan yayinlanan PAT klavuzunda deginilmis fakat ABD, Japonya ve Avrupa'nin

ruhsatlandirma kuruluslarinin bir araya gelmesi ile olusan ICH forumu tarafindan 2005
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yilinda yayimlanan ICH Q8 Farmasotik Gelisim Klavuzu ile birlikte QbD — Tasarimla
kalite kavrami da tam anlamiyla hayat bulmustur. ICH Q8 klavuzu, ilacin kendisinde
ya da iiretim prosesinde esneklik saglamak amaci ile tasarimla kalite yaklasiminin
prensiplerini agiklamaktadir. QbD yaklagiminin ilkelerini ve uygulamasini agiklayan
bu klavuz ilag Uretimindeki belirsizlikleri ve riskleri azaltarak ayni zamanda
gelistirilen ila¢ icin siirekli iyilestirmeyi de saglamakta boylelikle ilacin onay
prosediiriinde kolayliklar da elde edilebilmektedir(Mesut ve ark., 2015; Pramod ve
ark., 2016).

Farmasotik gelisimde test ile kalite ve tasarimla kalite arasindaki temel
farkliliklar Cizelge 1.2°de sunulmustur (Mishra ve ark., 2018; Yu, 2008; Zhang ve
Mao, 2017).

Cizelge 1.2. Farmasotik gelisimde tasarimla kaliteye karsi test ile kalite

QbT

QbD

Ampirik yaklagim

Sistemik ve mekanistik yaklagim

Kalite bitmis tirin kontrolleri ile saglanir

Kritik kalite 6zelliklerinin ve kritik iglem
parametreleri ve kritik materyal 6zellikleri
arasindaki iliskinin bilimsel anlayigina dayali
kalite

Uriin gelistirmede her seferinde tek
degiskenin kullanilir

Cok degiskenli deneyler ile
kalite tasarlanir

Islem ici testlere gore devam edilir ya da
basa doniiliir. Bitmis iiriin
optimizasyonuna ve tekrarlanabilirlige
odaklanmigtir

DoE, PAT teknolojisi, modelleme yontemleri
ile degiskenler arasi iliski yorumlanabilir

Islem degisikliklerden kaginir; gerekli
degisiklikler yapilmast durumunda
otoriteye ayrintili rapor sunulur. Siirekli
iyilestirme i¢in ruhsatlandirma engeli
bulunmaktadir.

Tasarim alani olusturulabilir. Tasarim alani
icinde degisiklik yapildiginda, ruhsatlandirma
otoritelerinin iznini almaya gerek yoktur.

Genel anlamda QbD, bitmis iiriin i¢in 6nceden tanimlanmis kaliteyi saglamak
amaciyla formiilasyonlar ve iiretim siirecleri tasarlamay1 ve gelistirmeyi ifade eden
sistematik, bilimsel, risk bazli bir yaklasimdir (Aksu ve ark., 2012; Zhang ve Mao,
2017). Kalitenin bitmis iiriinde test edilemeyecegi, iiriin tasarlanirken insa edilmesi
gerektigini savunan QbD yaklagiminin en temel amaci kaliteli bir {irlin tasarimi ve

onun {retim silireci boyunca beklenilen performasini korumasini saglamaktir
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(Guideline, 2009). Bu amagla sistematik olarak takip edilmesi gereken QbD adimlar1

asagida Ozetlenmistir.

QbD uygulamalarindaki adimlar:

“Bilgi alaninin olusturulmas1”

e “Hedef {iriin kalite profilinin belirlenmesi” (QTPP)

e “Kritik kalite 6zelliklerinin belirlenmesi” (CQA)

o “Kritik islem parametrelerinin belirlenmesi” (CPP)

e “Kritik materyal 6zelliklerinin belirlenmesi” (CMA)

e Formulasyonun tasarlanmasi ve kontrol stratejisinin gelistirilmesi

e Tasarim alaninin olusturulmasi

QbD yaklagimi hedef {iriin kalite profili (QTPP) i¢in 6nemli olan kritik kalite
ozellikleri (CQA'lar) ve kritik islem parametreleri (CPP'ler) ile kritik materyal
ozellikleri (CMA’lar) arasindaki iliskiyi anlamak ve kontrol etmek {izerine kurulu
oldugundan ilk basamak bilgi alaninin olusturulmasidir. Bu basamakta varolan teorik
bilgiler toplanir. Kullanilan etkin ve yardime1r maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri,
islem degiskenleri, test yontemleri, kullanilacak aletler, metot gibi degiskenler

incelenerek hasta sikayetleri degerlendirilir.

Kantitatif bilgiler sunan hedef iriin kalite profili (QTPP), iiriinden beklenen
terapotik yarari elde edebilmek igin iriiniin tasimasi gereken 6zellikler biitiinii olarak
tamimlanir ve hasta ve hastalik merkezli bir kavramdir. Uriiniin uygulama yolu, dozaj
sekli, tastyict sistemi, salim profili gibi bazi temel fizikofarmasétik parametreleri
dikkate alir ve iiriiniin kalite, giivenlik ve etkinligini garanti altina alan hasta ve

hastalik merkezli bir kavramdir.

Bu adimdan sonra belirlenen tiim parametreler QTPP’i dogrudan etkiliyorsa
kritik, etkilemiyorsa kritik olmayan bir parametre olarak tanimlanir. ICH Q8 (R2)

Farmasotik Gelisim Klavuzundaki tanima gére kritik kalite 6zellikleri “Istenilen iiriin
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kalitesini elde edebilmek i¢in uygun limit ve araliklar i¢cinde, kontrol edilmesi gereken
fiziksel, kimyasal, biyolojik mikrobiyolojik iirtin 6zellikleri ve karakteristikleridir”
(Guideline, 2009). Gelistirilen ideal dozaj formunun temelini hedef {iriin kalite profili

ve kritik kalite 6zelliklerinin ikisi birden olusturur.

Tasarlanan formiilasyona ait kritik parametreler ise Kritik islem parametresi ve
kritik materyal dzellikleri olarak ikiye ayrilabilir. Istenilen iiriin kalitesini ve prosesin
tutarliligini saglayabilmek i¢in kontrol edilmesi gereken prosesin dlgiilebilir herhangi
bir adimu Kritik islem parametresi (CPP) olarak tanimlanirken; istenilen iiriin kalitesini
saglayabilmek icin kontrol edilmesi gereken girdi materyallerinin fiziksel, kimyasal,

biyolojik 6zellikleri ya da karakterleri de kritik materyal 6zellikleridir (CMA).

QbD yaklasimi kapsaminda hedef {iriin kalite 6zelliklerine ulasabilmek icin
gerekli tiim kritik parametreler belirlendikten sonra formiilasyonun gelistirmesi ve
incelenmesi sozkonusudur. Bu amagla kontrol stratejisi gelistirilmelidir. Kontrol
Stratejisi ICH Q10 Farmasotik Kalite Sistemleri klavuzuna gore giincel {iriin ve proses
bilgilerinden ¢ikarilan; proses performansini ve {irlin kalitesini gilivence altina alan
planlt bir kontroller seti olarak tanimlanir (Guideline, 2008). QbD yaklasiminin en
onemli basamaklarindan biri veri analizi kismidir. Elde edilen sonuglarin kritik kalite
ozellikleri ile uyumunun arastirilmasi asamasi olan veri analizi hammadde,
formiilasyon parametresi, islem degiskenleri ve bitmis iirlin spesifikasyonlarmin
degerlendirilmesinde kullanilir. Veri analizi teknikleri sayesinde Kritik islem
parametreleri/kritik materyal ozellikleri ile kritik kalite 6zellikleri arasinda iligki

analizlenir ve fonksiyonel baglantilar kurulur.

Uriiniin performansini etkiledigi gosterilen materyal ozellikleri ile islem
parametrelerinin etkilesimi ve kritik kalite 6zellikleri arasindaki ¢ok fonksiyonlu
iligkileri yani hedef iirlin kalite profilini saglayan kalitesi garanti altina alinmis tirliniin
elde edilebilecegi alan ICH Q8 R2 klavuzuna gore tasarim alani olarak
tanimlanmaktadir. Tasarim alanmi limitleri girdi materyallerinin araliklari seklinde
verilebilecegi gibi proses parametreleri seklinde de ifade edilebilir (Bastogne, 2017).

QbD adimlar1 arasinda yer alan tasarim alani operasyonel esneklik saglamak agisindan
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olduk¢a faydali olmasina ragmen QbD calismalarinda tasarim alani olusturularak

kalitenin garanti altina alinmasi zorunlu degildir (Guideline, 2009).

1.5.1. Yapay Zeka Araclari

Bu calismada QbD temelli formiilasyon optimizasyonu yapay zeka araglari

kullanilarak yapilmstir.

Farmasotik gelisim kapsaminda formiilasyon gelistirme, aktif bilesenlerin,
yardimc1 maddelerin veya tiretim yonteminin karmasik degiskenlerini icerdiginden;
iriiniin tiim degiskenleri detaylandirilmalidir. Deney Tasarimi (DoE) ve Cevap Yiizey
Metodolojisi (RSM), geleneksel deneysel temelli formiilasyon gelistirme yerine
2000'lerin basindan beri en sik kullanilan optimizasyon yontemleridir. Her iKi
yontemde de optimize edilmis formiilasyon denklemlerle olusturulabilir ve
degiskenler arasindaki iliski matematiksel ve istatistiksel tekniklerle analiz edilebilir.
Teknolojinin gelismesiyle birlikte ise, istatistiksel deneysel tasarim, yapay zeka gibi
bilgisayar tabanli araclar ile birlestirilmistir. Bu makine 6grenme konsepti, iiriin
gelistirmeyi iyilestirmek i¢in benzersiz ¢oziimler sunar. Yapay sinir aglar1 (YSA), bir
dizi matematiksel denklemle tanima, anlama, 6grenme, yeni bilgiler liretme gibi
biyolojik siiregleri simiile eden yapay zeka temelli bilgisayar sistemleri arasindadir.
Bir veya ¢ok tabakada diizenlenen ve agirlikli baglantilarla birbirine baglanmis
biyolojik noronlarin islevselliginde yapay noron adi verilen ¢ok sayida birbirine bagh
eleman igerir. Yapay sinir aglar1 ayrica bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki
iliskiyi karmasik denklemler kullanmadan tespit etmek icin faydali olabilir. Sonug
olarak, YSA, karmasik dogrusal olmayan problemleri ¢oklu degisken ve coklu
¢oziimler ile analiz etmek icin iyi tanimlanmis bilgisayar temelli sistemlerdir
(Agatonovic-Kustrin ve Beresford, 2000; Balfagon ve ark., 2010; Djekic ve ark.,
2011).

Yapay sinir aglart dogal noéronlardan ilham alan bir bilgisayar programi

modeldir. Dogal néronlar, néronun dendritlerinde veya zarinda bulunan sinapslardan
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sinyal alirlar. Alinan sinyaller yeterince gii¢lii oldugunda (belirli bir esigi astiginda),
noron aktive olur ve aksondan bir sinyal alir. Bu sinyal baska bir sinaps ig¢in
gonderilebilir ve diger noronlar1 aktive edebilir. Yapay néronlarin modellenmesinde
ise ger¢ek noronlardan ilham alinmistir. Bunlar temel olarak ilgili sinyallerin giicii
oraninda katlanarak néronun aktivasyonunu belirleyen matematiksel bir fonksiyonla
hesaplanan girdilerden (sinapslar gibi) olusur. Baska bir islev yapay néronun ¢iktisini
hesaplar. YSA'lar, bilgiyi islemek i¢in yapay noronlari birlestirir. Yapay sinirin agirligi

ne kadar fazla ise girdinin giicli bundan dolay katlanacaktir.

Yapay bir ndronun agirligini ayarlayarak, belirli girdiler i¢in istenilen ¢ikt1 elde
edilebilir. Fakat yiizlerce veya binlerce ndrondan YSA aldigimizda, gerekli tim
agirliklart elle bulmak olduk¢a karmasik olabilir. Ancak, agdan istenen ¢iktiy1 elde
etmek icin YSA'nin agirliklarini ayarlayabilen algoritmalar bulunabilir. Bu agirlik
ayarlama siirecine 6grenme veya egitim denir. YSA tiirlerinin sayis1 ve kullanimlari
cok yiiksektir. Bunlar arasindaki farkliliklar; iglevler, kabul edilebilir degerler, topoloji
veya Ogrenme algoritmalari vb. olabilir. Bu sistemlerin en onemli avantaji Kati
kurallara sahip deneysel tasarim gerektirmemesi ve ge¢mis ya da eksik verileri de
kullanarak sonuca ulasabilmesidir. Istatistiksel modelden ayrilan en biiyiik dzelligi ise
spesifik matematiksel fonksiyonlar olmadan bagimli ve bagimsiz degisken arasindaki
iliskiyi genelleyebilmesidir. Bu nedenle YSA ¢ok degiskenli ve ¢ok yanitli non lineer

problemlerin ¢oziimiinde oldukg¢a basarilidir (Takayama ve ark., 2003).

1.6. Seliilit

“Seliilit” terimi ilk olarak 150 yil 6nce Fransiz literatiiriinde kullanilmaya
baglanmistir, ancak giiniimiizde tip literatiirinde bu durum dermo-panniculois,

adiposis edematosa veya gynoid lipodistrofi olarak ifade edilmektedir (Avram, 2004).

Seliilit, agirlikli olarak kadinlarda, cinsiyet hormonlarinin etkileriyle olusan ve
viicudun en ¢ok pelvik bdlge, karin ve alt ekstremitelerinde gézlenen, derinin portakal

kabugu goriiniimii ile karakterize topografik bir degisimidir (Rossi ve Vergnanini,
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2000). Seliilit genel olarak hastalik olarak degerlendirilmemektedir. Sadece derinin

tekdiize goriiniimiinii bozan kozmetik bir sorundur.

20 yas tistii kadinlarin yaklasik olarak %85’inde farkli evrelerde seliilit oldugu
varsayllmaktadir (Rawlings, 2006). Ergenlikte baslayip hayat boyu artarak devam
eder. Bu durumu Goldman (2002) ergenlik sonrast donemde kadinlarin gebelik ve
emzirme donemlerinde ihtiya¢ duyulacak fazladan kalori ihtiyacinin karsilanmasina
hazirlik amaciyla, Ozellikle Ostrojen hormonu etkisiyle adipoz dokularda yag
biriktirmesinden kaynaklandigini agiklamistir (Goldman, 2002). Seliilitin ¢ogunlukla
kadinlarda goriilmesinin en énemli nedeni de kadinlarda salinan dstrojenin lipojenez
yani yag molekiilii sentezini uyarirken, lipoliz yani yag yikimini engellemesidir

(Hexsel ve ark., 2010).

Seliilit gelisiminde genetik yatkinlikla beraber cinsiyet, etnik koken, yasam tarzi

ve cevresel faktorler de onemli rol oynamaktadir.

1.6.1. Seliilit Olusumu ve Evreleri

Seliilit epidermis, dermis ve deri alt1 dokuyu iceren pek ¢ok karmasik hadisenin
sonucunda meydana gelir. Seliilitin fizyolojik olusumunun temel nedenleri; bag
dokusunun anormal hiperpolimerizasyonu, yag dokusundaki baslica degisimler ve

mikro dolagimdaki degisimler olarak 6zetlenebilir (Rossi ve Vergnanini, 2000).

Hipodermis derininin el alttaki katmani olup, fibroz seritler ile birbirinden
ayrilan yag globiillerinin i¢ine konumlanmis yag hiicrelerinden olusmaktadir. Yag

hiicreleri arasinda da kapiler ve lenf damarlar1 bulunur (Rawlings, 2006).

Kadin ve erkek deri alt1 yapilar1 birbirinden farkliliklar gostermektedir. Bu
farklardan en onemlisi hipodermis tabakasinda bulunan fibroz seritlerin kadinlarda

dermise dikey konumlanirken erkeklerde dermise ac1 yapmasidir. Bunun sonucunda
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kadinlarda yag hiicrelerinin biiyiimesiyle, yag globiilleri fibroz iplik¢ikler arasinda
sikigir ve yukari yani dermise dogru genislemeye ve dokuyu girintili ¢ikintili hale
getirmeye baslar. Erkeklerde ise fibroz iplikcikler genislemeyi yanlara ve alta dogru
yonlendirir. Bunun sonucunda erkeklerdeki kilo alim1 derinin iist tabakalarinda seliilit
olusturmazken kadinlarda dermise dogru ilerleyen yag globiilleri seliiliti meydana

getirir (Nurnberger ve Muller, 1978).

Seliilitin {iclincli veya dordiincii evrelerinde dermiste bulunan ter bezleri de
dermis tabakasina ilerleyerek yag gobiilleri arasinda sikisabilmektedir. Hipodermiste
meydana gelen bu siire¢ sonucunda; doku i¢inde kapiler ve lenf dolagimi baskilanir,
s1v1 retansiyonu bozulmaya baglar, mikro dolasim yavaslar, damar ve lenflerden doku
icine sizan sivilar 6dem olusumuna neden olur (Franchi ve ark., 2003). Ozet olarak
seliilit, derinin hipodermis tabakasinda bulunan yag hiicrelerinin kilo alimiyla
biiyiimesi ve deri esnekliginin farkli sebeplerle azalmasi sonucu gozlenen bir

degisimdir.

Seliilit, histopatolojik ve klinik 6zelliklerine gore dort evrede incelenebilir

(Rossi ve Vergnanini, 2000; Smith, 1995).

Evre 1

Birinci evre seliilit olan kiside semptomlar heniiz olusmamistir. Kozmetik
acidan derinin goriintiisiinde bir degisiklik olmadig1 icin kiside rahatsizlik yaratmaz.
Ancak hiicresel ve molekiiler degisiklikler mevcuttur ve bunlar derinin alt

tabakalarinin ileri tetkikleri ile saptanabilir.

Evre 2

Ikinci evre seliilitte dermis ve hipodermiste bozunmalar belirginlesmistir. Kiside
seliilit varlig1 bolgeye disardan bir basing uygulanmasi veya bu bdlgedeki kaslarin kisi
tarafindan kasilmasi sonucunda deride meydana gelen solukluk, sicaklik azalmasi ve
elastikiyet kaybi1 gibi etkilerle gozlenebilir. Bunun disinda fiziksel bir baski

olmadiginda gukurluklar gozlenmez. Seliilit olusumunun bagladig1 bolgelerdeki kan
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damarlarinda farklilagmalar, mikrosirkiilasyonun bazi bolgelerde azalmalar ve

hipodermis tabakasinda yag hiicrelerinde topaklagsmalar baslamistir.

Evre 3
Bu evrede seliilit olan bdlgeye disardan bir basing uygulamasina gerek kalmadan

tipik portakal kabugu goriinimii olusur.

Dermis tabakasindaki vaskiiler bozunmalar olusur, deriye esnekligini veren
protein sentezi ve onarimi yavaslar, yag depolarinin etrafini retikiilerproteinik yapilar
sarar ve bunlarin sonucunda bolgenin disardan sikistirilmasiyla derin ¢ukurluklar net

bir bi¢imde gozlemlenir.

Evre 4

Son evrede lgiincii evre ile benzer Ozellikler gozlenmesiyle birlikte, klinik
olarak daha bariz, gozle goriilir ve agrili nodiiller, dermis ve alt1 tabakalarda
yapisikliklar ve deri yiizeyinin tam anlamiyla dalgali bir goriinlime biiriinmesi

gozlenir.

Seliilit baslica, yag dokusundaki degisiklikler, mikrodolagimin bozulmasi ve bag
dokusunun zayiflamasima bagli olarak olusur. Seliilitin bakiminda giincel olarak
uygulanan yontemler; seliilit olusumunu tetikleyici faktorlerin ortadan kaldirilmast,
fiziksel, kimyasal ve termal yontemler ile farmakolojik tedaviler olarak ii¢ kategoride
incelenebilir. Pek ¢ok kozmesdtik aktif bilesik gilinlimiizde seliilitin giderilmesinde
kullanilmakta olup, her gecen giin yeni ve etkili uygulama segenekleri olusturulmaya

devam etmektedir.

1.6.2. Seliilit Belirtilerini Azaltic1 veya Giderici Uygulamalar

Seliiliti azaltmak ve gidermek amaciyla uygulanan ¢esitli yaklasimlar mevcuttur.

Bunlar temel olarak; seliilit olusumunu tetikleyici faktdrlerin azaltilmasi, fiziksel ve
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mekanik metodlar ve topikal uygulamalar olarak ii¢ gruba ayrilabilir. Ancak erken
evrelerde girisim ve uygulamalarin basarisinin  ¢ok daha yiiksek oldugu

unutulmamalidir.

Giliniimiizde seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan uygulamalarin ¢ogunda
etkiler kismi veya geg¢icidir. Yeni yaklasimlarda dahi seliilitin karmasik dogasini
anlamadan iyilesme amaclanmakta fakat etkisiz yontemler gelistirilebilmektedir.
Basaril1 bir bakim ancak seliilitin yerlesmis oldugu deri alt1 yag dokusunun hedef

alinmasiyla elde edilebilir.

1.6.3. Topikal Tedavi Hedefleri

Lipoliz terimi yaglarin parcalanmasi ve viicuttan atilmasi olarak tanimlanir ve
seliilit tedavilerinde gerceklestirilmek istenen bir durumdur. Lipojenez ise en basit
anlatimla, hiicrelerin yag iiretimini arttirmasi olarak tanimlanmaktadir. Dolayisiyla,

seliilit tedavisinde, lipolizin uyarilip lipojenezin baskilanmasi ana hedeftir (Tirnaksiz,

2006).

Hiicre yag hacmi, lipidlerin hiicre yiizeylerinde bulunan alfa2 ve beta adrenerjik
reseptorleri tarafindan kontrol edilmektedir. Lipoliz olay, beta adrenerjik reseptor
stimiilasyonu ile olusurken, lipojenez ise alfa2 adrenerjik reseptoriin aktive edilmesi
ile meydana gelmektedir. Seliilitin etkin bakimi amaglaniyorsa, beta reseptorlerinin
stimiilasyonunu yaninda alfa2 reseptorlerinin inhibisyonu da saglanmaya
calisilmalidir. Seliilitin kozmetik bakiminda tek basina beta reseptorlerin uyarilmasi,
alfa2 reseptorler inhibe edilmedikge ¢ok fazla fayda saglamamaktir. ikisinin bir arada
basarildig1 durumda, lipoliz sonucu ortaya ¢ikan yag asitlerinin hiicre i¢inde lipid
sentezinde kullanilmas1 bloke edilmekte ve hiicre disina atilimi saglanmaktadir (Di

Salvo, 1995).
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Yag hiicresinde beta reseptorliniin stimiile edilmesi ile ATP'nin cAMP’ye
dontigiimiinii  saglayan adenilat siklaz enzimi aktive olur. Bunun sonucunda;
cAMP’nin hiicre i¢indeki miktarinin artmasi ile hiicre i¢inde bulunan trigliserit lipaz
enzimi aktif duruma doniisiir. Trigliserit lipaz enzimi, lipolizi yani yagin
pargalanmasini saglar. Diger yadan alfa2 reseptoriiniin inhibe edilmesiyle, yag hiicresi
icindeki cAMP, fosfodiesteraz enzimi ile 5'AMP'ye doniisiir. Fosfodiesteraz enziminin
baskilanmasi, hiicre icinde cAMP miktarinin artmasina dolayisiyla hiicre i¢indeki yag

yikiminin artmasini saglar (Curri, 1993).

1.6.4. Topikal Tedavide Kullanilan Ajanlar

Topikal antiseliilit preparatlari etki mekanizmasi yoniinden incelendiginde dort

ana grupta toplanir. Bunlar:

1- Mikrosirkiilasyou arttiranlar,

2- Lipojenezi azaltip lipolizi arttiranlar,

3- Dermisin ve subkutandz dokunun yapisini eski haline getirenler,

4- Serbest radikal olusumunu engelleyen veya serbest radikaller

yakalayanlar (Hexsel ve ark., 2010).

Tezde, lipojenezi azaltip lipolizi arttirarak etkiyen metil ksantinler aktif
kozmes6tik madde grubu olarak secilmistir. Bu gruba 6rnek olarak iiriinlerde siklikla
yer alan kafein, aminofillin, teofillin ve teobramin verilebilir. Calismamizda model

aktif madde olarak kafein seg¢ilmistir.

1.7. Kafein

Giliniimiizde ksantinler seliilitin kozmetik bakiminda en ¢ok tercih edilen
kozmesotik aktif bilesiklerdendir. S6z konusu etkin maddeler beta reseptorlerini
uyarici, alfa2 reseptorlerini baskilayici, ayn1 zamanda fosfodiesteraz enzimini de etkili

bir sekilde inhibe edici 6zelliklere sahiplerdir.
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Kafein ksantin tiirevi bir dogal alkoloiddir. Kahve cekirdekleri, ¢ayin elde
edildigi bitki olan Camellia sinensis yapraklari, maté yapraklari, guarana bitkisi

tohumlarindan dogal olarak elde edilebilir.

Kapal1 Formiilii: CgH10N4O>

Acik Formiilii:
0
CH,
HsC
\ N
| ‘

o N N

L,

Sekil 1.7. Kafein agik formiili

Molekiil Agirligi: 194,19 g

Kimyasal Yapisi: 3,7-Dihidro-1,3,7-trimetil-1H-piirin-2,6-dione

1.7.1.  Fizikokimyasal Ozellikleri

Renk, Goriiniis: Beyaz mat kristal tozdur.

Coziiniirliik: Suda 1/60 oraninda, kaynar suda 1/1 oraninda, etanolde 1/130

oraninda ve kloroformda 1/7 oraninda ¢oziiniir. Eterde 6nemsiz miktarda ¢oziiniir.

Erime Derecesi: Kafeinin erime noktas1 234-239°C arasmdadir.
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UV Spektrumu: Asidik ¢ozeltileri 273 nm’de maksimum absorbans verir (S. S.
Brown, 1986).

1.7.2.  Farmakolojik Ozellikleri

Kafein beyinde adenozin Al ve A2 reseptorleri lizerinde antagonistik etki
olusturur. Adenozin ve kafein benzer kimyasal yapiya sahiptir ve asetilkolin,
serotonin, dopamin, ndradrenalin, gamaaminobutirikasit gibi noérotransmitterlerin
salimin1 etkiler. Boylece merkezi sinir sisteminde stimiilan etki olusturarak uyanikligi
ve mental aktiviteyi arttirir. Ayrica fosfodiesteraz enzim inhibisyonu ile kan basincini

arttirdi@1 rapor edilmistir (Fisone ve ark., 2004).

1.7.3. Kafeinin Topikal Kullanimi

Kafein topikal olarak pek c¢ok farkli kozmetik ve farmasotik iirlin bilesimine
girmistir. Dermal risk degerlendirmesi deneylerinde model hidrofilik bilesik olarak da
kullanilmaktadir (OECD, 2004). Hidrofilik bilesiklerin deri tizerindeki yag tabakasi
ve epidermal bariyerin engelleyici etkisinden dolayr stratum corneumdan
penetrasyonu zordur. Topikal uygulamadaki bu kisitlamanin iistesinden gelmek

amaciyla kafeinle pek ¢ok arastirma yapilmstir.

Yapilan bir ¢alismada kafein yiiklenen SLN hidrojeli ve kafein hidrojel
formilasyonlar1 hazirlanmis. Canli sicanlara iki formiilasyon 21 giin siireyle
uygulanmis ve si¢anlarin kafein SLN hidrojeli uygulanan bolgesi ve kafein hidrojel
uygulanan bolgesi arasinda hipodermiste bulunan yag tabakasi miktarindaki azalma
ve adipositlerde olusan lizis orani kiyaslanmistir. Kafein SLN hidrojeli uygulanan
bolgelerde kafein hidrojeli uygulanan bolgelere kiyasla yag dokusu miktart 6nemli
diizeyde azaldigi ve adiposit lizisinin de yiiksek oldugu gosterilmistir (Hamishehkar
ve ark., 2014).
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Kafein, kozmetiklerde cilt altinda asir1 yag birikimini 6nlemesi, lenfatik drenajt
arttirmasit ve deriyi 151k hasarindan korumasi iddiasiyla kullanilmaktadir. Kafeinin,
dehidrasyon etkisi ve yag hiicreleri iizerindeki lipolitik aktivitesi nedeniyle, deri
lizerine topikal olarak uygulandiginda ciltte seliilit gorliniimiinii diizelttigi iddia

edilmektedir (Velasco ve ark., 2008).

Kafein UV 1sinlarina karsi koruyucu ve cilt hiicrelerinde serbest radikal
olusumunu azaltici etkileriyle giinesten koruyucu, yaslanma karsiti ve kirisiklik
giderici preparatlarin igerigine eklenmektedir. Bu etkisiyle UV kaynakli cilt
kanserlerinin 6nlenmesinde de yararli olabilecegi degerlendirilmektedir (Conney ve

ark., 2013; Lu ve ark., 2001).

Sac preparatlarinda, 5-o-rediiktaz enzimi tizerinde olusturdugu inhibisyon ile sag
dokiilmesini engelleyici, yavaslatici ve yeni sa¢ olusumuna arttirici etkilerinden dolay1

kullanilmaktadir (Fischer ve ark., 2007).

1.7.4. Kafeinin Seliilitte Kullanimi

Kafeinin topikal kullanimiyla ilgili literatiirdeki ¢ogu ¢alisma hiicre kiiltiirii veya
fare modellerine dayanmaktadir ve Onerilen etkilerin ¢cogu bilimsel olarak tam

anlamiyla kanitlanmamistir (Herman ve Herman, 2013).

Kafein, seliilit olusumuna neden olan kompleks hiicre i¢i sinyal yollarini gesitli
sekillerde etkileyen bir molekiildiir. Seliilitin giderilmesine dort sekilde etki ettigi

distiniilmektedir. Bunlar:

1.  Katekolamin sekresyonuna etki ederek adrenerjik reseptorleri uyarir. Bu uyari

hiicrelerdeki cAMP diizeylerini arttirarak lipoliz siirecinde lipaz diizeyini yiikseltir

(Diepvens ve ark., 2007).
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2. Adrenerjik reseptorleri bloke eder, fazla miktardaki yagm birikimini

engelleyerek lipoliz siirecini hizlandirir (Dodd ve ark., 1993; Panchal ve ark., 2012).

3.  Fosfodiesteraz (PDE) enzim aktivitesinin inhibisyonu yoluyla ve adipositlerdeki

cAMP seviyelerini artirarak lipolizi uyarir (Vogelgesang ve ark., 2011).

4.  Yag dokusunda lenf drenajini uyararak lipoliz iglemi sirasinda ortaya ¢ikan ve
mikrosirkiilasyonu engelleyebilecek olan birikmis yag ve toksin gibi gereksiz
maddeleri ortamdan uzaklastirarak da seliilitin olusumunun engellenmesini

kolaylastirir (Pires-de-Campos ve ark., 2008)

Bir grup arastirmaci 2008 yilinda yaptiklar1 ¢alismada domuz hipodermisinde
ultrasonda kullanilan jelin etkinligini incelemislerdir (Pires-de-Campos ve ark., 2008).
Etkiyi kiyaslamak amaciyla jeli tek basma, aymi jeli ultrasonla, %5 Kkafeinle
hazirladiklari jeli tek bagina ve %5 kafeinle hazirladiklari jeli ultrasonla 15 giin giinde
bir defa olmak iizere ayr1 bolgelere uygulamiglar. Besinci bir bolgeyi de kontrol
amaciyla hicbir topikal uygulama yapmadan gozlemlemisler. Tiim bes grup iginde
sadece kafeinli jelle birlikte ultrason uygulama yapilan bolgede anlamli bir degisim
oldugunu saptaniglar. Sonuglar, kafein jelin ultrasonla uygulandigr bolgedeki
subkutandz adipoz doku kalinliginda 6nemli bir azalmayla birlikte yag hiicrelerinin

sayisinda da azalma oldugunu goéstermistir (Pires-de-Campos ve ark., 2008).

Bu tezin temel amaci seliilitin kozmetik bakimi i¢in kafein iceren nano yapili
lipid tasiyict sistemlerin tasarimla kalite - QbD yaklasimu ile gelistirilmesi ve uygun
bir formiilasyonun olusturulmasidir. QbD temelli formiilasyon optimizasyonu i¢in
yapay zeka araglart kullanilmis ve optimum yar1 katt NLC formiilasyonuna

ulasilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasal Malzemeler

2.1.1. Kullamlan Cihazlar

UV Spektrofotometre : Shimadzu UV-1601, Japonya

Ultraturraks : IKA T25 Basic

Yiiksek Basin¢li Homojenizator : Microfluidics M110L

Ultrasonikator : Bandelin Sonopuls HD 2070, Almanya

Ultrasonikator : Sonics Vibra Cell VC 505, Almanya

pH Metre : Mettler Toledo S-20K, isvigre

Manyetik Karistirici : Wisestir SMHS3 Daihan Scientific,
Kore

Manyetik Karistirict : Stuart SB 162-3, Ingiltere

Ultrasantrifiij : Sigma 3-30KS, Almanya

Viskozimetre : Brookfield DV-II, ABD

Hassas Terazi : Sartorius BL 210S, Almanya

Partikiil Biiyiikliigii Tayin Cihazt  : Malvern Inst. Ltd., ZetaSizer NanoZS,
UK

Gegirimli Elektron Mikroskopu : FEI Tecnai Spirit, Japonya

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi : Shimadzu DSC-60, Japonya

Diyaliz Membran . Sigma-Aldrich, Almanya, MWCO: 12-
14kDa

TA-XT Plus Tekstiir Analiz Cihaz1 : Stable Micro Systems, UK

39



2.1.2. Kimyasal Malzemeler

Kafein

Metanol

Disodyum Hidrojen Fosfat
Potasyum Dihidrojen Fosfat
Sodyum Hidroksit
Sodyum Klortir
Tripalmitin

Tristearin

Compritol 888 ATO
Precirol ATO 5

Stearik Asit

Argan Yagi

Poloxamer 407

Poloxamer 188

Tween 80

Biomix ECO

: Deva /Tiirkiye

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Carlo Erba, Almanya
: Riedel de Haen, Almanya
: Molychem

: Sigma Aldrich; ABD
: Sigma Aldrich; ABD
: Gattefosse, Fransa

: Gattefosse, Fransa

: Sigma Aldrich; ABD
: Mecitefendi, Tiirkiye
: Ulkar, Tiirkiye

: Sigma, Almanya

: Fluka, ingiltere

: Sharon Laboratories, Israil
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2.2. Kafein ile Yapilan Calismalar

2.2.1. Kafeinin Ultraviyole (UV) Spektrumunun Belirlenmesi

Kafeinin metonolde ve pH 7,4 PBS tamponunda (B.P) 10ug/ml
konsantrasyondaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin 190nm-400nm araliginda
UV spektrumu alindi ve maksimum absorbans (Amax) gosterdigi dalga boylari

belirlenmistir.

pH 7,4 PBS tamponu hazirlanmistir. Icerigi ve hazirlanisi asagida verilmistir.
(British Pharmacopea, 1988).

Disodyum hidrojen fosfat 2,389
Potasyum dihidrojen fosfat 0,199
Sodyum kloriir 89
Distile su ym 1000 ml

pH 7,4 fosfat tamponu hazirlamak i¢in, 1000 ml’lik balonjojeye disodyum
hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat ve sodyum kloriir belirtilen miktarda

tartilarak konulmus ve tizeri distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmuistir.

2.2.2. Kafeinin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

Saf haldeki kafeinin diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) analizi yapilarak
termal davranigi incelenmistir. Bunun i¢in yaklasik 3 mg agirligindaki aktif bilesik
aliminyum pan i¢ine konmus, hermetik olarak kapatilarak cihaza yerlestirilmistir.
Hazirlanan 6rnek 25-350 C° araliginda ve 40 ml/dakika azot gazi akimi altinda

5°C/dakika hizla 1sitilmig ve aktif bilesigin DSC termogrami alinmaistir.
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2.2.3. Kafeinin Kalibrasyon Dogrularinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Kafeinin Metanol Icindeki Kalibrasyon Dogrusunun Belirlenmesi

Kafeinin metanolde 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi hazirlanmastir.
Bu ¢ozeltiler kullanilarak her biri i¢in ayr1 olmak tizere mililitrede 2 ile 18 mikrogram
arasinda olacak sekilde 9 farkli seyreltmesi yapilmistir. Cozeltiler Shimadzu UV-1601
spektrofotometre  kullanarak, 273 nm’de analiz edilmistir.  Belirlenen
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri kullanilarak dogru denklemi

hesaplanmistir. Ug tekrar yapilan deneyin sonuglarinin ortalamasi alinmistir (n=9).

2.2.3.2. Kafeinin pH 7,4 PBS Cozeltisi icindeki Kalibrasyon Dogrusunun
Belirlenmesi

Kafeinin pH 7,4 PBS tamponunda 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu ¢6zeltiler kullanilarak her biri i¢in ayr1 olmak tizere mililitrede 2 ile 18
mikrogram arasinda olacak sekilde 9 farkli seyreltmesi yapildi. Cozeltiler Shimadzu
UV-1601 spektrofotometre kullanarak, 273 nm’de analiz edildi. Belirlenen
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin absorbans degerleri kullanilarak dogru denklemi

hesaplandi. Ug tekrar yapilan deneyin sonuglarinin ortalamasi alindi (n=9).

2.2.4. Kafeinin Miktar Tayini Yonteminin Analitik Validasyonu

Validasyon; herhangi bir yontemde islem, arag ve gereg¢, materyal, sistem ve

faaliyetlerin beklenen sonuglar1 verdiginin kanitlanmasi islemidir.
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Aktif bilesik icin gelistirilen miktar tayini yonteminin, belirlenen kosullara
dogru ve kesin bir sekilde siirekli olarak bekleneni gerceklestirdiginin kanitlanmasi

i¢in validasyon islemleri gergeklestirilmelidir.

Kafeinin miktar tayininin validasyon c¢alismalar1 metanol ortaminda ICH
Q2(R1) (Guideline, 2005) klavuzuna uygun olarak yapilmis ve asagida agiklanan
validasyon parametreleri kullanilmigtir. Ayni validasyon ¢alismalart pH 7,4 PBS

ortaminda da yapilmustir.

2.2.4.1. Dogrusallik ve Arah@

Analit cevabinin, konsantrasyona karst dogru orantili olmasi ve analite 6zgii
konsantrasyon araliinda cizilen grafikte yanit noktalarinin diiz bir ¢izgi iizerinde yer
almasi, dogrusallik olarak tantimlanmaktadir. Analitik prosediiriin uygun bir dogruluk,
dogrusallik ve kesinlik seviyesinde sahip oldugu kanitlanmis olan numunedeki analitin

iist ve alt konsantrasyonu arasindaki aralik ise analitik prosediiriin araligidir.

Kafeinin tayini yonteminin dogrusalliginin gosterilmesi i¢in 2 — 18 pg/ml
araliginda ¢oOzeltileri hazirlandi. UV absorbanslari daha 6nce okunan Amax dalga
boyunda o6lgiildi. Elde edilen absorbans verilerine karsilik gelen konsantrasyon
degerleri yardimiyla “GraphPad-Prism8’’ istatistiksel olarak elde edilen dogru igin

%395 olasilikli giiven sinirlar1 belirlenmistir.

2.2.4.2. Dogruluk ve Geri Elde

Analizlerle elde edilen sonuglarin referans kabul edilmis degerlere olan

yakinligina analitik yontemin dogrulugu denir.
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Kafeinin 50 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 4pg/ml,
10ug/ml, 16pg/ml konsantrasyondaki ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlandi. Cozeltilerin
absorbans degerleri UV spektrofotometre kullanilarak 6’sar kere oOlciilmiis ve
Ol¢timlere karsilik gelen konsantrasyonlar bulunmustur. Konsantrasyonlar yardimiyla
% geri elde degerleri, standart sapma ve %bagil standart hesaplanarak miktar tayini

yonteminin her iki ortam i¢in de dogrulugu incelenmistir.

2.2.4.3. Kesinlik

Gelistirilen yontem icin Ongoriilen kosullar altinda ayni 6rnegin ¢oklu
orneklemesinden elde edilen bir dizi 6l¢lim arasindaki uyumun yakinligini ifade eder.
Bagka bir tanimla numuneden ayni1 yontem ile birbirini takip eden Ol¢iimlerle elde
edilen sonuglar arasindaki yakinlik derecesidir. Tekrarlanabilirlik (tekrar edilebilirlik)

ve ara kesinlik ile ifade edilir ve hesaplanir.

2.2.4.3.1. Tekrarlanabilirlik (Tekrar Edilebilirlik)

Tekrarlanabilirlik, yontemin kisa bir zaman aralif1 i¢inde ve ayni kosullar

altinda elde edilen kesinligini ifade eder.

Tekrarlanabilirlik i¢in, 10 pg/mL derisimde hazirlanan kafein 6rnegine ait
absorbans degerleri art arda alt1 kez Ol¢iildii. Absorbansa karsilik gelen derisimlerin

ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi.

2.2.4.3.2. AraKaesinlik

Ara kesinlik farkli giinlerde, farkli cihazlarla veya farkli analizcilerin 6lgtimleri

sonucu saptanan degerlerle ¢caligmanin kesinligini belirleyen parametredir.
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Kafeinin miktar tayini yonteminin ara kesinliginin saptanabilmesi i¢in; 50 pg/ml
konsantrasyondaki stok c¢ozeltisi kullanilarak  4pg/ml, 10pg/ml, 16ug/ml
konsantrasyonlarda {i¢ farkli 6rnek hazirlanmistir. Bu 6rneklerin UV ile absorbanslari
iki farkli analizci tarafindan olgiilmiistir. Bu absorbanslara karsilik gelen pratik
konsantrasyonlar bulunmustur. Secilen {i¢ teorik konsantrasyonda, iki analistin yaptigi
ol¢timler sonucunda hesaplanan ortalama pratik konsantrasyon degerleri arasinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadiginin belirlenmesi igin veriler ‘‘IBM
SPSS® Statistics’> programi yardimi ile %95 giiven aralifi icinde birbirleriyle
karsilastirilarak bagimli 6rneklem T testi (Paired-Sample T Test) uygulanmustir.

2.2.4.4. Teshis ve Tayin Smirlar1 (LOD, LOQ)

Teshis smiri, analizi yapilan 6rnegin teshis edilebildigi fakat nicel sinirlar
icerisine girmedigi en diisiik miktaridir.(LOD) Tayin sinir1, analizi yapilan maddenin
uygun kesinlik ve dogrulukla miktarinin tayin edilebilecegi ve kalibrasyon dogrusunun

en alt derisimini olusturan veya onun da altinda olabilen derisim diizeyidir (LOQ).

Teshis smir1 (TS) ve Tayin sinir1 (TAS) asagida verilen Denklem 2.1. ve

Denklem 2.2.’ye gbre hesaplanmustir.

TS(LOD) = 3":’:" (Denklem 2.1) Bu esitliklerde

c: Cevabin standart sapmast

m: Kalibrasyon dogrusunun egimi
TAS(LOQ) === (Denklem 2.2); yon cog 8

2.2.4.5. Ozgiinliik

Bir analitik yontemin 6zgilinliigii, etkin maddenin analizi yapilacak numunede

var olan diger maddelerden ayr1 bir sekilde dl¢iilebilmesidir.
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Ozgiinliigiin belirlenmesi igin kafein icermeyen lipid nanopartikiillerin belli
konsantrasyonlarda dispersiyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan dispersiyon 26.000 rpm
hizda 15 dakika santrifiij edildi ve 0,22pum’lik filtrelerden gegirilerek 273nm’de UV’de
absorbans degerlerine bakilmistir. Boylece lipid nanopartikiil olusturulmasinda

kullanilan yardimer maddelerin kafein ile girisim yapip yapmadiklari incelenmistir.

2.2.4.6. Kafeinin Kisa Siireli Stabilite Tayini

Aktif bilesigin kullanilan ortamlardaki dayanikliligi hakkinda bilgi edinmek
amaciyla yapilmaktadir. Kisa siireli stabilite caligmalari i¢in kafeinin metanolde ve pH
7,4 PBS tamponunda, 50 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden yararlanilarak
10 pg/ml konsantrasyondaki c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 37C°
sicaklikta 48 saat boyunca bekletilmistir. 0. 24. ve 48. saatlerde numuneler alinarak

UV analizleri yapilmistir. (n=3).

2.3. Farmasotik Gelisim ve Tasarimla Kalite Calismalari

Farmasotik gelisimin asil hedefi, {irtiniin amaglanan performansini tutarli bir
sekilde elde edilmesi i¢in kaliteli bir {iriin ve tiretim siireci tasarlamaktir. Farmasotik
gelistirme c¢alismalar1 ve {iretim deneyiminden edinilen bilgiler, tasarim alani,
spesifikasyonlar ve iiretim kontrollerinin kurulmasimi desteklemek igin bilimsel bir
anlayis saglar. Tasarimla kalite calismalari, sistemik bir farmasotik gelisim
yaklagimidir. Onceden tanimlanmus iiriin kalitesinin, etkinliginin ve giivenilirliginin
garantiye alinmasi i¢in formiilasyonlar ve iiretim iglemleri tasarlanmasi, gelistirilmesi
olarak 6zetlenebilir. Her durumda farmasoétik iiriin hastanin ihtiyaglarini ve amaglanan

irlin performansini karsilayacak sekilde tasarlanmalidir.
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QbD basamaklar1 kapsaminda gelistirmeyi amacgladigimiz yar1 kati lipid
nanopartikiiller iizerinde uygulanan tasarimla kalite adimlari asagida basliklar halinde

anlatilmistir.

1.Bilgi alaminmin olusturulmasi: Seliilitin kozmetik bakiminda
kullanilacak olan yar1 kati lipid nanopartikiil formiilasyonunu gelistirebilmek
icin QBD kapsamindaki ilk adim bilgi alaninin olusturulmasidir. Bu amagla
oncelikle literatiir incelenmis, aktif bilesen ve yardimci maddeler; {iretim
prosesleri hakkinda var olan bilgiler toplanmistir. On formiilsyon calismalari

yapilmis ve burada elde edilen tiim bilgiler bilgi alanina eklenmistir.

2.Hedef iiriiniin kalite profilinin belirlenmesi: Seliilit kadinlarin %85-
90 kadarinda goériilen estetik bir problemdir. Bu estetik bozuklugun bakiminda
kullanilmak {izere gelistirilen konvansiyonel piyasa preparatlar1 seliilitin
karmasik patofizyolojisini tam olarak anlamadan gelistirilmistir. Ozellikle
kadinlarda estetik kaygilar olusturan deri anatomisinde gelisen bu degisikligin
bakiminda konvansiyonel kremlere alternatif olabilecek ve derinin alt
katmanlarina ulasabilecek nitelikte bir yar1 kati lipid nanopartikiiler sistem
gelistirilmesi amaclanmistir. Boylece derinin alt katmanlarina ulasabilecek
nano boyutta ve deriden gecise uygun lipid 6zellikli bir sistem gelistirilerek
seliilitin bakiminin daha etkili bir sekilde yapilmas: hedeflenmistir. Ayni
zamanda selilitin bakiminda, iyilesmeye katki saglayacak okluzif ozelligi
artirilmis topical kullanima uygun pH ve viskozluga sahip yar1 kati lipid
nanopartikiil formiilasyonu hedef tirtin kalite profilini olusturmaktadir. Final
yart kat1 lipid nanopartikiil formiilasyonuna ait hedef {iriin kalite profili Cizelge

2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Yar1 kat1 lipid nanopartikiillere ait hedef {iriin kalite profili

QTPP Hedef
Uygulama yolu Dermal
Uygulama icin alternatif yontem Yok

Tastyicl sistem
Doz rejimi
Kozmesatik etki
Viskozite

pH

Salim profili
OKliizif etki

Stabilite

Yar1 kat1 lipid nanopartikiil

%?2 a/a aktif bilesik iceren sistem

Seliilitin kozmetik bakimi ve iyilestirilmesi

Genis uygulama alanlarina yayilabilecek uygun viskozlukta
Deri pH’s1 ile uyumlu

Kontrolli aktif bilesik salim1

Derinin hidrasyonunu saglayacak en yiiksek okliiziif etki

Oda sicakliginda goriiniir bir faz ayrigmasi isareti olmayan
ve stabilitesinioda sicakliginda bir ay boyunca koruyan {iriin

3.Kritik Kkalite ozelliklerinin belirlenmesi: Ideal dozaj formunun

temelini olusturan QTPP’ye ulasabilmek i¢in 6ncelikle iirliin performansini

etkileyen ve kritik olarak degerlendirilen kalite 6zellikleri belirlenmelidir.

Calismamizda belirledigimiz QTPP’ye ulagabilmek icin yar1 kat1 lipid

nanopartikiillerin; partiikiil boyutu, polidispersite indeksi ve okliizyon faktorii

degerleri kritik kalite 6zellikleri olarak belirlenmistir. S6z konusu kritik kalite

ozellikleri Cizelge 2.2’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Kalite Ozellikleri ve Kafein igeren Yarikat1 Lipid Nanopartikiillerin Kritik

Kalite Ozellikleri

Kalite Ozellikleri Hedef

Organoleptik izellikler Beyaz, kokusuz dispersiyon Kritik degil
Partikiil boyutu 150 — 250 nm araliginda olmali *Kritik
Polidispersite indeksi 0,3’ten kiigiik olmali *Kritik
Zeta Potansiyeli -30 mV — OmV araliginda olmali Kritik degil
Okliizyon faktérii %20'nin tistiinde olmal1 *Kritik
Islem etkinligi Minimum %95 Kritik degil
pH ve Viskozite Deri pH’s1 ile uyumlu, genis yiizey alanina uygulanabilir | Kritik degil

Viskozlukta

4.Kritik proses parametreleri ve kritik materyal o6zelliklerinin

belirlenmesi: Islemin degiskenleri olarak tanimlanan parametre, QbD
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kapsamindaki c¢alismamizda hem iretim yonteminin  hem de girdi
materyallerinin 6zelliklerini ifade etmektedir. Kritik proses parametresi (CPP)
hedeflenen QTPP’ye ulasabilmek i¢in yani istenilen iirlin kalitesinin elde
edilebilmesi icin kontrol edilmesi gereken iiretim yontemine ait degiskenler
iken kritik materyal ozellikleri (CMA) ise formiilasyon bilesenlerine ait
degiskenlerdir. Hedef iiriin kalite profiline ulasabilmek i¢in Boliim 1.4.6°de
anlatilan lipid nanopartikiil iiretim yontemleri bilgi alan1 igerisinde incelenmis
ve On formiilasyon caligmalar1 yapilarak hem isleme hem de formiilasyona ait

kritik parametreler belirlenmistir.

5.Kontrol stratejisi: Bu asamada materyallerden veya prosesten
kaynakli degiskenligin kontrol edilebilmesi ve tanimlanmis hedef iiriin kalite
profiline ulagabilmek i¢in kontrol edilmesi gereken kritik kalite 6zellikleri i¢in

kontrol stratejisi gelistirmistir.

6.Veri Analizi: Bu asamada girdi materyali, formiilasyon parametresi,
islem degiskenleri ve bitmis iiriin 6zelliklerinin degerlendirilmesinde ve bu
degiskenlerin QTPP ile iliskilendirilmesinde veri analizi teknikleri
kullanilmigtir. QbD ¢aligmamiz kapsaminda yapay zeka araglart yardimiyla

formiilasyon optimizasyonu yapilmistir.

2.3.1.  On Formiilasyon Cahsmalar

QbD adimlar1 dogrultusunda oncelikle yari kati kati lipid nanopartikiillerin
(SLN) ve nano lipid tasiyicilarin (NLC) olusturulmasina yonelik farkli hazirlama
yontemleri iizerinde galisiimistir. On formiilasyon calismalari sonunda uygun iiretim

yontemi secilerek proses parametreleri ve materyal 6zellikleri incelenmistir.

49



2.3.1.1. Yiiksek Basinch Homojenizasyon Yontemiyle Yari Kati Lipid

Nanopartikiillerin Hazirlanmasi icin Gergeklestirilen On Cahsmalar

On formiilasyon calismalarinda ilk {iretim yontemi olarak segilen yiiksek
basingli homojenizasyon (YBH) yonteminde yar1 kati lipid nanopartikiilleri
olusturmak amaciyla kullandigimiz yiiksek basinglt homojenizatoriin (Microfluidics
MI110L) basing degeri 650 barda sabit tutulmus ve dongii sayist da 5 olarak

belirlenmistir.

Bu yontemle yapilan 6n formiilasyon ¢alismalarinda farkli 6zeliklerdeki lipidler
denenmistir. Trigliserit yapisindaki ndétral lipidlerden tripalmitin (Dynasan 116),
tristearin (Dynasan 118); gliseritlerin karigimlarindan olusan gliseril behenat
(Compritol 888 ATO) ve gliseril palmiostearat (Precirol ATO 5) ve doymus yag

asitleri grubundan da stearik asit kullanilarak ilk formiilasyonlar hazirlanmistir.

Lipid nanopartikiillerin olusturulmasinda farkl ylizey aktif maddeler (YAM) de
denenmistir. On formiilasyon ¢alismalarinda polietilen oksit tiirevi YAM Poloxamer
188 ve Poloxomer 407 ve non iyonik ylizey aktif maddelerinden Tween 80 ile
calistlmistir. On formiilasyon caligmalar1 kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarda
kullanilan kat1 lipidin bir kism1 sivi lipid ile yer degistirilerek NLC formiilasyonlari
hazirlanmistir. Bu amacla argan yagi, badem yagi ve oleik asit gibi farkli dogal yaglar

kullanilmuagtir.

On-emiilsiyon olusturulmasi maksadiyla kat1 lipid veya kati lipid siv1 lipid
karigimi su banyosunda 70C° sicakliga gelene kadar isitilmigtir. Kafein ve yiizey aktif
madde distile su igerisinde karistirilarak ayni sicakliga kadar isitilmistir. Sicak yag
karigiminin igerisine kafeinin sulu yiizey aktif madde ¢ozeltisi ultra turraks altinda ilk
grup 8.000 rpm hizda, ikinci grup ise 24.000 rpm hizda 5 dk karistirilmistir. Elde edilen
sicak emiilsiyon yiiksek basingli homojenizatérde 650 bar basing altinda 5 dongi

olacak sekilde gecirildikten sonra lipidlerin yeniden Kkristalizasyonu i¢in oda
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sicakligina kadar sogumasi igin bekletilmistir. Yiiksek basingli homojenizasyon

yontemiyle olusturulan formiilasyonlar Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemiyle hazirlanan yari kat1 lipid nanopartikiiller

Formiilasyon Kodu Kat: Lipid Lipid Sivi Sivi YAM YAM
Kons. Lipid Lipid Kons.
Kons.
F1 Compritol 888 | %10 - - Poloxamer %1,35
ATO 188
Tween 80 %0,17
F2 Compritol 888 | %6 Badem %4 Poloxamer %135
ATO Yagi 188 '
Tween 80 %0,17
F3 Compritol 888 | %6 Argan %4 Poloxamer %135
ATO Yagi 188 '
Tween 80 %0,17
F4 Compritol 888 | %9 Argan %1 Poloxamer %135
ATO Yagi 188 '
Tween 80 %0,17
F5 Precirol ATO %8 Argan %2 Poloxamer %1,35
1.GRUP 5 Yagi 188
Tween 80 %0,17
F6 Tristearin %8 Argan %2 Poloxamer %1,35
Yagi 188
Tween 80 %0,17
F7 Compritol 888 | %20 - - Poloxamer %1,35
ATO 188
Tween 80 %0,17
F8 Compritol 888 | %16 Argan %4 Poloxamer %0,17
ATO Yagi 188
Tween 80 %1,35
F9 Compritol 888 | %18 Argan %2 Poloxamer %0,17
ATO Yagi 188
Tween 80 %1,35
F10 Precirol ATO %14 Argan %4 Poloxamer %10
5 Yagi 407
F11 Tristearin %14 Argan %4 Poloxamer %10
Yag: 407
F12 Precirol ATO | %18 Argan %2 Poloxamer %10
5 Yagi 407
F13 Tristearin %18 Argan %2 Poloxamer %10
Yag: 407
2. GRUP F14 Precirol ATO | %14 Oleik %4 Poloxamer %10
5 Asit 407
F15 Tristearin %14 Oleik %4 Poloxamer %10
Asit 407
F16 Tristearin %28 Argan %12 Poloxamer %10
Yagi 407
F17 Tristearin %40 - - Poloxamer %10
407
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2.3.1.2. Yiiksek Hizda Karistirma ve Ultrasonikasyon Yontemiyle Yari

Kat1 Lipid Nanopartikiillerin Hazirlanmasi icin Gerceklestirilen On Calismalar

Bu yontemde kat1 lipid veya kati lipid s1v1 lipid karisimi su banyosunda 70C°

sicakliga gelene kadar 1sitilmistir. Kafein ve YAM distile su igerisinde karistirilarak

ayni sicakliga getirilmistir. Sicak yag karigiminin igerisine kafeinin sulu YAM

¢ozeltisi ultra turraks altinda ilk grup 8.000 rpm hizda, ikinci grup ise 24.000 rpm'de

eklenerek 5 dakika boyunca karistirilmistir. Elde edilen 6n emiilsiyon sonikatorde 5

dakika siireyle 30 W amplitiitte sonike edilmistir. Olusan sicak lipid nanopartikiil

dispersiyonu oda sicakliginda bekletilerek lidiplerin yeniden Kkristalizasyonu almasi

saglanmistir. Bu yontem ile hazirlanan yar1 kat1 lipid nanopartikiiller Cizelge 2.4’de

formiilasyon bilesenleri gdsterilmistir.

Cizelge 2.4. Yiiksek hizda karistirma ve sonikasyon yontemiyle hazirlanan yari kati lipid

nanopartikiiller
Formiil Lipid Tipi Lipid | Swvi1 Lipid Sivi Lipid Surfaktan Tipi | Surfaktan
Kodu Kons. | Tipi Kons. Kons.
S1 Compritol 888 %10 - - Poloxamer 188 | %1,35
ATO Tween 80 %0,17
S2 Precirol ATOS5 | %10 - - Poloxamer 188 | %1,35
Tween 80 %0,17
S3 Tristearin %10 - - Poloxamer 188 | %1,35
Tween 80 %0,17
S4 Stearik Asit %10 - - Poloxamer 188 | %1,35
Tween 80 %0,17
S5 Precirol ATO5 | %18 Argan Yagi %2 Poloxamer 407 | %10
S6 Tristearin %18 Argan Yagi %2 Poloxamer 407 | %10
S7 Tristearin %40 - - Poloxamer 407 | %10
S8 Compritol 888 %28 Argan Yagi %12 Poloxamer 407 | %10
ATO
S9 Stearik Asit %14 | Argan Yagi %6 Poloxamer 407 | %10
S10 Stearik Asit %21 Argan Yagi %9 Poloxamer 407 | %10
S11 Stearik Asit %16 Argan Yagi %4 Poloxamer 407 | %10
S12 Stearik Asit %24 | Argan Yagi %6 Poloxamer 407 | %10

Yari kat1 lipid nanopartikiillere ait hedef {iriin kalite profiline ulagmay1 saglayan

kritik kalite 6zelliklerinin eldesinde hem literatiir bilgileri hem de 6n formiilasyon

caligmalarinda ulagilan bulgular degerlendirilerek formiilasyonlarin hazirlanmasinda

kullanilacak iiretim yontemi belirlenmistir.
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2.3.1.3. Bilgi Alam Icerisinde Yar1 Kati NLC Formiilasyonlarmin

Hazirlanmasi

On formiilasyon c¢alismalari ile elde edilen bulgular yar1 kati lipid nanopartikiil
formiilasyonlarinin olusturulmasinda Yiiksek Hizda Karistirma ve Sonikasyon
yonteminin kullanilmasma karar verilmistir. Formiilasyon c¢alismalar1 kapsaminda
Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5, tripalmitin ve tristearin kat1 lipidlerden siv1 lipid
olarak secilen argan yagi ile karisimindan olusan NLC formiilasyonlar
olusturulmustur. Formiillerdeki toplam lipid yiizdeleri %20 ve % 30 olarak
belirlenmistir. Bu oran igerisinde formiilasyonlar kati lipid sivi lipid oranlar1 (8:2, 7:3)
olacak sekillerde hazirlanmistir. Yiizey aktif madde olarak Poloxamer 407 segilmis ve
orant %10 olarak sabitlenmistir. Formiilasyonlara ait kritik parametreler Cizelge

2.5’de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Kritik proses parametreleri ve kritik materyal 6zellikleri

Sulu dis faz hacmi 25 ml
Lipid %14
(Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5, Tripalmitin, %16
Tristearin) %21
%24
Sivi lipid yiizdesi %4
(Argan yag) %6
%9
Poloxamer 407 konsantrasyonu % 10 a/h
Etkin madde miktar 500 mg
Emiilsiyon siiresi (ultraturraks) 5dk
Ultraturraks hizi 24000 rpm
Sonikasyon Siiresi 5 dk
Sonikasyon Giicii 30 W

On-emiilsiyon olusturulmas1 maksadiyla kati lipid ve sivi lipid karigimi su
banyosunda 70C° sicakliga gelene kadar 1sitilmistir. Kafein ve Poloxamer 407 distile
su icerisinde karigtirilarak ayni sicakliga kadar isitilmistir. Sicak yag karigiminin
icerisine kafeinin sulu yiizey aktif madde ¢ozeltisi eklenerek ultra turraks altinda

24.000 rpm hizda 5 dk kanistirllmistir. Elde edilen sicak 6n emiilsiyon sonikatérde 30
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W giicte 5 dakka sonike edildikten sonra lipidlerin yeniden kristalizasyonu igin oda
sicakligina kadar sogumasi icin bekletilmistir. Formiilasyonlar 1 giin boyunca
buzdolabinda 4 C° sicaklikta bekletildikten sonra karakterizasyon c¢alismalari
yapilmistir. QbD caligsmasi kapsaminda hazirlanmasi planlanan 16 adet yar1 katt NLC

formiilasyonlarina ait kritik materyal 6zellikleri Cizelge 2.6°da verilmistir.

Cizelge 2.6. QbD caligmasi kapsaminda hazirlanan yar1 katt NLC formiilasyonlari.

BIiLESENLER (%)
Formiilasyon Kafein
Kodu (%) Compritol | Precirol ) ) ) N Argan | Poloxamer
888 ATO ATOS Tristearin | Tripalmitin Ya@ ® 407
NLC F1 2 14 - - - 6 10
NLC F2 2 21 4 - - 9 10
NLC F3 2 16 - - - 4 10
NLC F4 2 24 - - - 6 10
NLC PRE1 2 - 14 - - 6 10
NLC PRE2 2 - 21 - - 9 10
NLC PRE3 2 - 16 - - 4 10
NLC PRE4 2 - 24 - - 6 10
NLC TS1 2 - - 14 - 6 10
NLC TS2 2 - - 21 - 9 10
NLC TS3 2 - - 16 - 4 10
NLC TS4 2 - - 24 - 6 10
NLC TP1 2 - - - 14 6 10
NLC TP2 2 - - - 21 9 10
NLC TP3 2 - - - 16 4 10
NLC TP4 2 - - - 24 6 10

54



2.3.2. Kontrol Stratejisi Kapsaminda Yar1 Kati NLC Formiilasyonu

Uzerinde Yapilan Calismalar

2.3.2.1. Yann Kati NLC Formiilasyonlarinda Partikiill Biiyiikliigii,

Polidispersite indeksi ve Zeta Potansiyel Tayini

Yar1 katt NLC’lerin partikiil buytkligi, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli tayini ”Dinamik 1s1k sagcinimi” yontemi ile Zetasizer Nano Series (Nano-
Z8S) (Malvern Inst., Ingiltere) kullamlarak yapilmistir. Yar1 kati NLC’ler ultra saf su
ile seyreltilerek partikiil boyutlar1 ve polidispersite indeksleri tayin edilmistir. Cihaz
zeta potansiyel 6l¢iimii modunda calistirilarak ve ayn1 6rnekler 6zel kiivetlere alinarak,
zeta potansiyelleri tayin edilmistir. 6 kere tekrarlanan dlgtimlerin ardindan ortalama

deger ve standart sapmalar1 hesaplanmustir.
2.3.2.2. Yar1 Kati NLC Formiilasyonlarinin islem Etkinligi (%EE) Tayini

Hazirlanan yar1 katt NLC formiilasyonlarimin miktar tayini yapilmasi i¢in
oncelikle yar1 katt NLC’lerden hassas terazi ile 50 mg tartilmig ve tizerine 10 mL
metanol eklenerek 2 saat 65 C° sicaklikta manyetik karistiricida karigtirilmigtir. Elde
edilen dispersiyon prob sonikator yardimiyla 5 dakika %100 gii¢ kullanilarak sonike
edilmistir. Sonikasyon sonrasinda metanoliin u¢gmasi ile eksilen miktar tamamlanarak
karigim santrifiij tiiplerine alinmigtir. Ardindan 15 dakika 4 C° sicaklikta ve 26000 rpm
hizda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 iistte kalan berrak sivi kismindan 1 mL
alinarak metanolle 10 mL’ye tamamlanmis ve elde edilen supernatantlarin absorbans
degerleri ultraviyole spektrofotometre cihazinda okunmustur. Okunan absorbans
degerlerinin kalibrasyon denkleminde yerine konmasi ile aktif bilesen miktarlari
belirlenmis ve Denklem 2.3. kullanilarak % islem etkinligi hesaplanmistir. 3 kere

tekrarlanan 6l¢iimlerimin ardindan ortalama ve standart sapma degerleri bulunmustur.

Denklem 2.3.

NLC'deki etkin bilesen agirhig

EE =
Formiilasyonda kullanilan etkin bilesen agirligi i

100
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2.3.2.3. Yar1 Kati NLC Formiilasyonlarinin Mekanik Ozelliklerin Tayini

Hazirlanan NLC formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerini tayin etmek i¢in TA-
XT Plus Tekstiir analiz cihazi (Stable micro systems, Ltd) kullanilmis ve Tekstiir Profil
Analizleri (TPA) yapilmistir. Test yapilmak iizere NLC’ler 2 cm capindaki 20ml’lik
silindirik kavanozlara hava kabarcigi olmayacak sekilde yerlestirilmistir. Ortam
sicakligr 25+1 C° olacak sekilde ayarlandiktan sonra cihazin perspex probu NLC
igerisine 2.0 mm/sn hizla 10 mm batirilmis ve NLC ylizeyine geri ¢ekilmistir. 15 sn
beklemenin ardindan prob NLC’ye ikinci defa batirilmis ve geri ¢ekilerek test
tamamlanmistir. Her bir NLC formiilasyonu igin 6 kez tekrarlanan analizler sonunda
elde edilen giic zaman egrileri kullanilarak jellerin sertligi, sikistirilabilirligi,
adezifligi, kohezifligi, elastikiyet ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.
TPA analizi i¢in kullanilan cihazin Sekil 2.1°de resmi ve sematik goriiniimii

verilmistir. Test igin kullanilan parametreler Cizelge 2.7’de gosterilmistir.

Hareketli kol —

N~ 1

Prop —

Platform

©® Formiilasyon-m
B2 >
g |

Sekil 2.1. TA-XT Plus Tekstiir analiz aleti ve sematik goriiniimii

Sy

Cizelge 2.7. TPA Test Parametreleri

Prob Perspex (10 mm ¢ap)
Test oncesi probun hizi 2.0 mm/saniye

Test esnasinda probun hizi 2.0 mm/saniye

Test sonrasi probun hizi 2.0 mm/saniye
Hedef modu Mesafe

Probun NLC’ye batma mesafesi 10.0 mm

Probun ikinci batmadan 6nce bekleme siiresi 15.0 saniye

Teste baslamak i¢in probun hissetmesi gereken kuvvet 0.05N
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2.3.24. Yann Kati NLC Formiilasyonlara Ait in Vitro OKkliizyon

Faktoriiniin Belirlenmesi

NLC dispersiyonu deriye uygulandiginda, nanodispersiyondan suyun
buharlagsmasi1 nedeniyle cilt yilizeyinde bir film tabakasi meydana gelir. Bu film
tabakasi okliizif bir etkiye sahiptir ve bu nedenle transepidermal su kaybini azaltir ve
cildin nemlenmesini arttirir. Bu okliizif etki partikiil blyiikligine, lipid

konsantrasyonuna, 6rnek hacmine ve kristallilige baglidir.

Hazirlanan kafein yiiklii yar1 kati NLC’lerin okliizif etkileri In vitro okliizyon
testiyle incelenmistir. Bu amagla 30 mL distile su koydugumuz 5cm ¢apl silindirik
kavanozlarin Ustleri filtre kagidi(Whatman no: 42, cut off size: 2.5 um, USA) ile
kapatilmigtir. Olusturulan formiillerden 500 mg tartilarak homojen bir bigimde filtre
kagidi yiizeyine hig bosluk kalmayacak sekilde yayilmistir (19,63 cm2). Kontrol grubu
olarak filtre kagidi ile ortilmis silindirik kavanozlarin tizerine formiilasyon
uygulanmamistir. Sonrasinda hazirladigimiz tiim numuneler 24 saat 37 C° sicaklikta
%50 relatif nem igeren ortamda tutulmustur. Silindirik kavanozlar baslangigta, 6, 12
ve 24. saatlerde tartilmis ve su kaybi saptanmistir. Tiim formiilasyonlar ve kontroller
i¢in bu islem 5 ayr1 kavanozda tekraranmistir (n=5). Okliizyon faktorii “F” Denklem
2.4 °de gosterildigi sekilde hesaplanmigtir. Bu esitlikte “A” formiilasyon
uygulanmamig Kkontrol kavanozlarindaki su kaybimni, “B” formiil uygulanmig
kavanozlardaki su kaybini ifade etmektedir. “F” degerinin 0 olmasi okliizif etkinin
kontrol ile karsilastirildiginda olmadigimi gosterirken, “F” degerinin 100 olmasi en

yiiksek okliizif etkinin varligin1 gostermektedir.

Denklem 2.4.

*
A
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2.4. Elde Edilen Verilerin Yapay Sinir Aglari ile Degerlendirilmesi

ve Formiilasyon Optimizasyonu

Yar1 katt NLC formiilasyonlarindan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde
"INform V5.01 ANN" isimli ve Intelligensys Ltd. tarafindan gelistirilmis olan sinir agi
yazilim programi paketinden yararlanilmistir. Bu yazilim girdi olarak sunulan
verilerden Ggrenir ve "eger denenirse”, verilen aralik i¢inde bilesen miktarini veya
islem kosulunu degistirerek formiilasyon optimizasyonu saglar (Aksu, 2010).
Programin uygulanmasinda, tasarim alani igerisinde hazirlanan yar1 kati NLC

formiilasyonlari ile ilgili girdi ve ¢iktilar ANN programina aktarilmistir.

S6z konusu yazilima ilk olarak verilerin aktarilmasi gerekmektedir. Yar1 kati
NLC formiilasyonlarinin olusturulmasinda kullanilan kritik mateyal 6zellikleri girdi
hanesine, formiilasyonlar igin belirlenen Kritik kalite 6zellikleri verileri ise ¢ikti
hanesine girilerek programa aktarilmistir. Bilgi alani igerisinde ANN yazilim
programina aktarilan girdi ve ¢ikti limitleri Cizelge 2.8.’de Yapay sinir ag1 modeli
olusturmak amaciyla hazirlanan 16 adet yar1 kat1 NLC formiilasyonu ait girdiler ve

¢iktilarin tamami ise Cizelge 2.9°da gosterilmistir.

Cizelge 2.8. Yapay sinir ag1 progranimda kullanilan girdi ve ¢iktilar

Yar1 Kati NLC formiilasyonlari icin girdiler
e  Lipid miktar1 (mg): max min mg miktarlari

e  Kati lipid tipi: Compritol 888 ATO/ Precirol ATO 5
Tristearin / Tripalmitin
e Sivilipid: Argan yagi(mg) miktart

e  Kati lipid/Sivi lipid oram

Ciktilar

Partikiil Boyutu (nm)
Polidispersite Indeksi
12. saatteki okliizif faktor degeri
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Cizelge 2.9. Model olusturmak amaciyla yapay sinir ag1 progranima
aktarilan girdi ve ¢iktilar

GIRDI CIKTI
Kat1 Lipid
il | &2 g e % . |3 ]38 .5
E 8 JE|E | 2|2 %g| s =3
®) o a o
NLC F1 3500 0 0 0 1500 | 500 | 2500 | 25 | 1863 | 0,209 | 58,361
NLC F2 5250 0 0 0 2250 | 500 | 2500 | 25 | 2475 | 0,251 | 60,679
NLC F3 4000 0 0 0 1000 | 500 | 2500 | 25 | 1875 | 0,223 | 60,810
NLC F4 6000 0 0 0 1500 | 500 | 2500 | 25 | 277.1 | g227 | 59,046
NLC PRE1 0 3500 | 0 0 1500 | 500 | 2500 | 25 | 163,1 | 0,161 | 56,368
NLC PRE2 0 5250 0 0 2250 | 500 | 2500 | 25 | 2259 | 0,228 | 49,837
NLC PRE3 0 4000 | 0 0 1000 | 500 | 2500 | 25 | 167.8 | 0,175 | 47.224
NLC PRE4 0 6000 0 0 1500 | 500 | 2500 | 25 | 3134 | 0,326 | 53,250
NLC TS1 0 0 3500 | 0O 1500 | 500 | 2500 | 25 | 2857 | 0,270 | 39.484
NLC TS2 0 0 5250 | O 2250 | 500 | 2500 | 25 | 2269 | 0,178 | 50,359
NLC TS3 0 0 4000 | 0 1000 | 500 | 2500 | 25 | 279.6 | 0,263 | 46,375
NLC TS4 0 0 6000 | O 1500 | 500 | 2500 | 25 | 23L1 | 211 | 35010
NLC TP1 0 0 0 | 3500 | 1500 | 500 | 2500 | 25 | 3236 | 0,267 | 33,736
NLC TP2 0 0 0 | 5250 | 2250 | 500 | 2500 | 25 | 3257 | 0441 | 36,512
NLC TP3 0 0 0 | 4000 | 1000 | 500 | 2500 | 25 | 2189 | 0223 | 41476
NLC TP4 0 0 0 | 6000 | 1500 | 500 | 2500 | 25 | 3208 | o477 | 49,543

Cizelge 2.9°da yer alan girdi ve ¢ikt1 degerleri YSA programina aktarilmustir.

Belirlenen degiskenler ve s6z konusu veriler yardimiyla sinir agr modelleri

gelistirilmistir.

Yapay sinir ag1 programi programa girdi ve ¢ikt1 olarak aktarilan verilerden

Ogrenen bir sistemdir. Bu amagla 6ncelikle optimum 6ngoriilebilirlige sahip bir sinir
ag1 modelinin olusturulabilmesi i¢in belirlenen egitim parametrelerinin yardimiyla
programin egitim asamast tamamlanmigtir. Yapay sinir aginm egitimi
tamamlandiktan sonra “sonuclar1 gérme” asamasina gecilir ve model istatistikleri,
egitim verisi, test verisi ve egitim giinligl tablolar1 elde edilir. Caligmada geri
yayilmali tip ve gizli katmandaki aktarim fonksiyonu parametreleri uygulanmistir.

Programda veri egitimi tipi olarak geri yayilmali 6grenme algoritmalarindan biri olan
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RPROP kullanilmigtir. RPROP; sinir ag1 tiniteleri arasindaki agirliklart ayarlayan ¢ok
hizli ve dogru sonuclar elde edilebilen bir algoritmadir (Florescu ve Igel, 2018;
Riedmiller ve Braun, 1993; Saduf ve Wani, 2013).

Elde edilen modelin yorumlanmasinda r? degerleri araliklart kullanilir,
Yorumlamalar r? degerlerinin yiiksek olusuna gore yapilir. Buna gére sonuglar
asagidaki sekilde yorumlanir.

r:>0,70 = Giivenilir model

0,50 <r?< 0,70

Dikkat edilmesi gereken model

r’<0,50 = Giivenilir olmayan model

Veriler programa aktarildiktan sonra elde edilen sinir ag1 modelleri yukaridaki
araliklar g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmis ve uygun bulunan model

kullanilarak formiilasyon optimizasyonu yapilmistir.

Egitim agamasinin tamamlanmasi modelin optimizasyon i¢in kullanilabilir hale
geldigi anlamindadir. Calismada elde edilen ve giivenilirligi kanitlanan model
kullanilarak formiilasyon optimizasyonu yapilmis ve QbD calismas1 kapsaminda bu
formiilasyonun kritik kalite Ozellikleri incelenmistir. Optimizasyon ¢alismasinda

kullanilan parametreler Cizelge 2.8.’de goriilmektedir.

Optimizasyon, kritik kalite Ozellikleri ile kritik islem parametreleri/kritik
materyal Ozellikleri arasindaki iliskiyi kurarak ulagmak istedigimiz &zelliklerin
belirlenmesi ve modelimizde hangi bilesen ve islem kosullarinda elde edilebilecegini
bize gosterir. Bu asamada program iizerinde agilan pencerede, optimizasyon igin
tahmin edilen veriler elde edilir ve eger istenirse li¢ boyutlu grafiklerle destek bilgi

saglanabilir.
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Secilen model kullamlarak elde edilen r? degerlerine gére optimizasyonu

asamasinda hazirlanan formiilasyona ait bilesenler Cizelge 2.10°da yer almaktadir.

Cizelge 2.10. YSA Programindan elde edilen optimum formiilasyon bilesenleri.

Optimum Yar1 Kati NLC Formiilasyonu
Compritol 888 ATO 0
(mg)
Precirol ATO 5(mg) 2600
Tripalmitin (mg) 0
Tristearin (mg) 1650
Argan yagt 1400
Kafein (mg) 500
Poloxamer 407 (mg) 2500
Dig Faz Hacmi (mL) 25

2.5. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Calismalar

2.5.1. Optimum Formiilasyon Kritik Kalite Ozelliklerine Ait Cahsmalar

Optimum formiilasyon igin partikiil boyutu, PDI ve 12. saate ait in vitro
okliizyon faktorii degeri kritik kalite 6zellikleri olarak belirlenmis ve sirasi ile Boliim
2.3.4.1.’de ve Boliim 2.3.4.4.’de anlatildig1 sekilde tayin edilmistir. Uriin kalitesine
dogrudan etkisi olmadig1 diisiiniilen zeta potansiyeli ve 6. ve 24. saate ait in vitro
okliizyon faktorii degerleri de benzer sekilde 6l¢iilmiistiir. Piyasadan temin edilen ve
seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan jel yapisindaki bir {iriiniin in vitro okliizyon
faktorii degeri de ayni yontemle tayin edilmistir. Yiizde islem etkinligi ise Boliim
2.3.4.2.°de anlatildig1 sekilde ; optimum formiilasyon mekanik 6zellikleri tayini boliim
2.3.4.3°de anlatildigr sekilde yapilmistir. Optimum formiilasyonun mekanik
ozelliklerini kiyaslamak amaciyla piyasadan temin edilen seliilitin kozmetik
bakiminda kullanilan 3 ayri formiilasyonun da mekanik 6zellikleri ayni sekilde tayin

edilmistir.
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2.5.2.  Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan in Vitro Etkin Madde

Salim Tayini

Optimum formiilasyonun in vitro salim ¢alismas1 hem "Franz Diflizyon Hiicresi

Yontemi" hem de "Statik Yontem" ile gerceklestirilmistir.

2.5.2.1. Franz Difiizyon Hiicresi Calismasi

Hazirlanan formiilasyonlarin in vitro salim ¢alismalar1 hiicre yiizey alan1 3.14
cm? hiicre alan1 olan Franz Difiizyon Hiicreleri ile yapilmistir. Calismamizda reseptor
faz olarak pH 7,4 PBS tamponu reseptor faz olarak kullanilmistir ve reseptor faz hacmi
28 mL’dir. Membran olarak, 6ncelikle distile su ile yikanmis ve sonra pH 7,4 PBS ile
hidrate edilmis rejenere seliiloz asetat diyaliz membran Spectra/Por 2®, MWCO: 12-
14 kDa, Spectrum Lab., ABD) kullanilmistir.

Hazirlanan optimum formiilasyondan 50 mg kafein icerecek sekilde tartilmis ve
franz diflizyon hiicrelerinin dondr fazina diyaliz membran iizerine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde konulmustur. Sistem sicakligi1 37C°’ye ayarlanmistir. Reseptor faz
manyetik karistirict ile 100 rpm’de siirekli olarak karistirilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda (15, 30 dakika; 1, 2, 4, 6, 12 saat) 0,5 ml 6rnek alinarak toplanmis ve
ornek alinan miktarda pH 7,4 PBS tamponu reseptor faza eklenerek hacim sabit

tutulmustur.

Almman oOrneklerin UV Spektrofotometre ile 273 nm dalga boyundaki
absorbanslar 6l¢iilerek icerdikleri kafein miktarlari hesaplanmaistir. Dort paralel olarak
gerceklestirilen calismalar sonucunda etkin madde olan kafeinin zamana kars1 aciga

c¢ikan yiizde miktarlar grafige gecirilerek salim profilleri ¢izilmistir.
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2.5.2.2. Statik Yontem

Statik Yontem ile yaptigimiz in vitro salim c¢alismalarimiz i¢in optimum
formiilasyon 50 mg kafein igerecek sekilde tartilmistir. Tartilan formiilasyon, 6nce
distile su ile yikanan ve sonra pH 7,4 PBS ile hidrate edilen rejenere seliiloz asetat
diyaliz membraninin (Spectra/Por 2® / MW 12 — 14 kDa ,Spectrum Lab, ABD)
igerisine alinmis ve iki ucu kapatilmistir. Hazirlanan membranlar, icerisinde 100 ml
pH 7.4 PBS tamponu bulunan kavanozlara yerlestirilmistir. Kavanozlarin tstii kapak
ile kapatilarak 37°C’deki termostath ¢alkalayici su banyosunda 50 rpm hizda stirekli
karistirilmistir. Belirli zamanlarda (15, 30 dakika; 1, 2, 4, 6, 12 saat) sistem igerisinden
1 ml 6rnek alinmigs ve alinan 6rnegin UV Spektrofotometre ile 273 nm dalga
boyundaki absorbanslari 6l¢iilmiistiir. Alinan 6rnek yerine taze pH 7.4 PBS tamponu

esit miktarda sisteme ilave edilmistir.

Dort paralel olarak gerceklestirilen ¢alismalar sonucunda etkin madde olan
kafeinin zamana kars1 agiga ¢ikan yiizde miktarlar grafige gegirilerek salim profilleri

¢izilmistir.

2.5.3. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Diferansiyel Tarama

Kalorimetresi (DSC) Analizi

Optimum yar1 katt NLC formiilasyonun iiretiminde kullandigimiz lipidlerden
Precirol ATO 5 ve Tristearin’in, kafein eklenmemis bos formiilasyonun ve kafein
yikli optimum NLC formiilasyonunun diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC)
analizi yapilmistir. Yar1 katt NLC formiilasyonlar1 igerisinde bulunan suyun
100C®lerde genis bir aralikta pikinin karigmasini engellenmesi amaciyla derin
dondurucuda -20C° sicaklikta dondurulmus ve ardindan liyofilize edilmistir. Bunun
icin yaklasik 3 mg agirligindaki 6rnekler aliminyum pan igine konmus ve hermetik
olarak kapatilarak cihaza yerlestirilmistir. Ornekler 25-350°C aralifinda ve 40

ml/dakika azot gazi akimi altinda 5°C/dakika hizla 1sitild1 ve optimum formiiller
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icerisindeki lipidler, etkin madde igermeyen NLC formiilasyonu ve etkin madde igeren

NLC formiilasyonunun DSC termogramlart alinmistir.

2.5.4. Optimum Formiilasyonda Yapilan Ge¢irimli Elektron Mikroskopu
(TEM) Analizi

Hazirlanan optimum yar1 kati lipid NLC formiilasyonunun morfolojik
ozellikleri, “Gegirimli Elektron Mikroskobu” (Hitachi High Tech HT7700)
kullanilarak incelenmistir. Bunun i¢in, yar1 kat1 lipid nanopartikiiller distile su i¢inde
disperse edilerek bakir 1zgaralara uygulanmis ve mikroskoba yerlestirilerek 120 kV

voltaj ile gorlintiilenmistir.*

2.5.5. Optimum Formiilasyonda Yapilan pH ve Viskozluk Ol¢iimleri

Optimum olarak belirlenen NLC formiilasyonunun viskozite dl¢iimii rotasyon
tipi viskozimetre (Brookfield DV 1II) ile 2541 C° sicaklikta, T96 kodlu 6l¢iim ¢ubugu
kullanilarak 5-10-20 rpm’de Sl¢iilmiistiir. 6’sar kez tekrarlanan o6l¢iimler sonucunda

elde edilen viskozite degerlerinin ortalama ve SS degeri hesaplanmustir.

Yar1 katt NLC formiilasyonu 1°e 10 oraninda distile su ile seyreltilerek pH metre
ile dl¢timleri yapilmustir. 3'er kez tekrarlanan 6l¢iimler sonucunda elde edilen pH

degerlerinin ortalama ve SS degerleri hesaplanmstir.

* TEM analizindeki desteklerinden dolayr World Medicine ilag San. ve Tic. A.S. den Saymn Metin

Karabulut'a tesekkiir ederiz.
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2.5.6. Stabilite Calismalari

Hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyonlarinda tayin edilen parametreler
ele alinarak, stabilite kabinlerinde (Niive ID 501) 25C° sicaklik ve % 60 relatif nem
kosullarinda stabilite ¢alismasi yapilmustir. 1. Ayin sonunda partikiil biiytikligi, ve
polidispersite indeksi tayini bolim 2.3.4.1.°de anlatildig1 sekilde, islem etkinligi
boliim 2.3.4.2.°de anlatildig1 sekilde, pH ve viskozite dlgiimleri de Boliim 2.4.7°de
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Stabilite ¢alismalarinin 1. Ay sonuglart alinmis olup,

devam etmektedir.
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3. BULGULAR

3.1. Kafein ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. Kafeinin UV Spekturumu

Kafeinin UV spektrumu metanol ve pH 7,4 PBS ortamlarinda B6liim 2.2.1°de
aciklandig tizere alinmigtir. Kafeinin en yiiksek absorbans verdigi dalga boyu her iki
ortamda da 273 nm olarak tespit edilmistir. Elde edilen UV spektrumu Sekil 3.1°de
gosterilmistir.

SN | 400 il 00014

= :

400, Bnn

Sekil 3.1. Kafeinin UV spektrumu.

3.1.2. Kafeinin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC) Analizi

Saf halde bulunan kafeinin termal analizi bolim 2.2.2°de anlatildigi sekilde

gergeklestirilmistir. Kafeine ait termogram Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Kafeinin Diferansiyel Tarama Kalorimetresi
(DSC) Termogram1

3.1.3. Kafeinin Kalibrasyon Dogrularimin Belirlenmesine Ait Bulgular

3.1.3.1. Kafeinin Metanol i¢indeki Kalibrasyon Dogrusuna Ait Bulgular

Kafeinin metanol ortamindaki kalibrasyon dogrusu boliim 2.2.3.2°de anlatildig1
gibi ¢izilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu, dogru denklemi ve determinasyon
katsayis1 (r%) Sekil 3.3’de gosterilmistir.

1,0
0,9 y =0,0493x + 0,0073
0,8 R?=0,9992
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0,0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Absorbans

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.3. Kafeinin Metanol Ortaminda UV 273 nm’deki
Kalibrasyon Dogrusu
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3.1.3.2. Kafeinin pH 7,4 PBS Tamponu Icindeki Kalibrasyon Dogrusuna
Ait Bulgular

Kafeinin pH 7,4 PBS tamponundaki kalibrasyon dogrusu bolim 2.2.3.3°de
anlatildig1 gibi ¢izilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu, dogru denklemi ve

determinasyon katsayis1 (r?) Sekil 3.4’de gosterilmistir.

1,0
0,9 y =0,0523x + 0,0009
0,8 R2=0,9994
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Konsantrasyon (ug/ml)

Absorbans

Sekil 3.4. Kafeinin pH 7,4 PBS Ortaminda UV 273 nm’deki
Kalibrasyon Dogrusu

3.1.4. Kafeinin Miktar Tayini Yonteminin Analitik Validasyonuna Ait
Bulgular
3.1.4.1. Dogrusallik ve Arahg:

Kafeinin metanol ve pH 7.4 PBS ortamindaki dogrusalligi bolim 2.2.4.1°de
aciklandig: gibi belirlenmistir. Elde edilen dogrular Sekil 3.5, dogrulara ait veriler ise

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Kafeinin metanoldaki (A) ve pH 7,4 PBS tamponundaki (B) miktar tayini
yonteminin dogrusallik ve araligi ¢aligmasina ait dogrular

Cizelge 3.1. Kafeinin metanoldeki ve pH 7,4 PBS tamponundaki
miktar tayini yonteminin dogrusallik ve araligi ¢alismasina ait veriler

Metanol pH 7,4 PBS
Egim (m) + Giiven Sinir1 (%95) 0,0492 + 0,0006 0,0523 +0,0002
Standart hata 0,0479 - 0,0507 0,0518-0,0527
Kesigim (n) + Giiven Sinir1 (%95) 0,0073 +0,0078 0,0009 + 0,0027
Standart hata -0,0082 - 0,0229 | -0,0045 -0,0064
Korelasyon katsayisi (r) 0,9922 0,9992
Regresyon katsayisi (r2) 0,9845 0,9983
?St;g;()esyon dogrusu ile elde edilen sapmalarin standart sapmasi 0,0323 0,0113

3.1.4.2. Dogruluk ve Geri Elde

Miktar tayin yontemine ait geri elde edilebilirlik, standart sapma ve %bagil

sapma degerleri boliim 2.2.4.2°de belirtilen konsantrasyonlar kullanilarak hesaplandi.

Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2 ve 3.3’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Kafeinin metanoldeki UV spektrum yontemi

ile belirlenen geri elde edilebilirlik testine ait veriler

Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri

kons. kons. Elde kons. kons. Elde kons. kons. Elde
(ug/ml) | (ng/ml) (ug/ml) | (ng/ml) (ug/ml) | (ng/ml)

4 3,95 98,73 10 9,79 97,91 16 14,94 93,40
4 3,89 97,21 10 9,77 97,71 16 14,86 92,89
4 3,89 97,21 10 9,79 97,91 16 14,88 93,02

4 3,95 98,73 10 9,83 98,32 16 14,90 93,14
4 3,91 97,72 10 9,81 98,11 16 14,92 93,27
4 3,93 98,23 10 9,81 98,11 16 14,92 93,27
Ort. % Geri Elde 97,97 Ort. % Geri Elde 98,01 Ort. % Geri Elde 93,16
SS* 0,70 SS* 0,21 SS* 0,19
%BS** 0,71 %BS** 0,22 %BS** 0,20

Cizelge 3.3. Kafeinin pH 7.4 PBS tamponundaki UV spektrum
yontemi ile belirlenen geri elde edilebilirlik testine ait veriler

Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri Teorik Pratik % Geri

kons. kons. Elde kons. kons. Elde kons. kons. Elde
(ng/ml) [ (png/ml) (ng/ml) [ (pg/ml) (ng/ml) [ (pg/ml)

4 3,90 97,56 10 9,93 99,25 16 15,38 96,09
4 3,85 96,13 10 9,93 99,25 16 15,45 96,57
4 3,85 96,13 10 10,12 101,17 16 15,49 96,81
4 3,90 97,56 10 9,89 98,87 16 15,49 96,81
4 4,00 99,95 10 10,06 100,59 16 15,82 98,84
4 4,00 99,95 10 9,89 98,87 16 15,64 97,77
Ort. % Geri Elde 97,88 Ort. % Geri Elde 99,67 Ort. % Geri Elde 97,15
SS* 1,73 SS* 0,97 SS* 0,99
%BS** 1,77 %BS** 0,97 %BS** 1,02
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3.1.4.3. Kaesinlik

3.1.4.3.1. Tekrar Edilebilirlik

Kafeinin 2.2.4.3.1 bolimiinde belirtilen konsantrasyonda o&rnekleri UV

Spekturumunda 273 nm dalga boyunda 6 kez okundu. Okunan absorbanslar ve bu

absorbanslara karsilik gelen pratik konsantrasyon degerleri Cizelge 3.4 ve 3.5’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Kafeinin metanol ve pH 7,4 PBS miktar tayini
yonteminin tekrar edilebilirlik ¢alismasi sonuglar

Metanol pH 7,4 PBS ortam
Absorbans Ko(l;zir;t/ﬁgon Absorbans Ko(rllf)ir;t/ﬁi);on

0,490 9,791 0,520 9,925
0,489 9,771 0,520 9,925
0,490 9,791 0,530 10,117
0,492 9,832 0,518 9,887
0,491 9,811 0,527 10,059
0,491 9,811 0,518 9,887
ORT 9,801 ORT 9,967

SS 0,021 SS 0,097
%BS 0,217 %BS 0,974

3.1.4.3.2. AraKaesinlik

Kafeinin metanol ve pH 7.4 PBS ortamindaki miktar tayini yonteminin ara
kesinliginin tespit edilmesine yonelik caligmalar, Bolim 2.2.4.3.2.'de belirtildigi
sekilde yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 3.5 ve 3.6’da goriilmektedir.
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Cizelge 3.5. Kafeinin metanoldeki miktar tayini yonteminin ara
kesinlik calismasi sonuclari

4 ng/ml 10 pg/ml 16 pg/ml

Analist | Absorbans Kons. Analist | Absorbans Kons, Analist | Absorbans Kons,
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,202 3,949 1 0,490 9,791 1 0,742 14,903
1 0,199 3,888 1 0,490 9,791 1 0,735 14,761
1 0,199 3,888 1 0,490 9,791 1 0,736 14,781
1 0,202 3,949 1 0,492 9,832 1 0,739 14,842
1 0,200 3,909 1 0,491 9,811 1 0,739 14,842
1 0,201 3,929 1 0,491 9,811 1 0,741 14,882
2 0,205 4,010 2 0,489 9,771 2 0,744 14,943
2 0,204 3,990 2 0,490 9,791 2 0,740 14,862
2 0,207 4,051 2 0,492 9,832 2 0,741 14,882
2 0,206 4,030 2 0,495 9,892 2 0,742 14,903
2 0,207 4,051 2 0,496 9,913 2 0,743 14,923
2 0,204 3,990 2 0,497 9,933 2 0,743 14,923
agap ooz | %7 | ggmbacty | %% | Ggmbaeiy | M7
SS* 0,0593 SS* 0,054 SS* 0,0564
%BS** 1,49375 %BS** 0,546 %BS** 0,379

Cizelge 3.6. Kafeinin pH 7.4 PBS tamponundaki miktar tayini yonteminin ara kesinlik
caligmasi sonuglari.

4 ng/ml 10 pg/ml 16 pg/ml

Analist | Absorbans Kons. Analist | Absorbans Kons. Analist | Absorbans Kons.
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1 0,211 4,017 1 0,520 9,925 1 0,805 15,375
1 0,211 4,017 1 0,520 9,925 1 0,809 15,451
1 0,216 4,113 1 0,530 10,117 1 0,811 15,489
1 0,214 4,075 1 0,518 9,887 1 0,811 15,489
1 0,213 4,055 1 0,527 10,059 1 0,828 15,815
1 0,214 4,075 1 0,518 9,887 1 0,819 15,642
2 0,215 4,094 2 0,523 9,983 2 0,814 15,547
2 0,222 4,228 2 0,522 9,964 2 0,817 15,604
2 0,218 4,151 2 0,523 9,983 2 0,812 15,509
2 0,220 4,189 2 0,521 9,945 2 0,812 15,509
2 0,218 4,151 2 0,522 9,964 2 0,822 15,700
2 0,219 4,170 2 0,527 10,059 2 0,813 15,528
SS* 0,067457 SS* 0,0713 SS* 0,11884
%BS** 1,640815 %BS** 0,7147 %BS** 0,76399




SPSS istatistik programi yardimiyla yapilan bagimli 6rneklem T testi (Paired-
Sample T Test) sonucunda %95 giiven seviyesinde ortalamalar arasinda anlamli bir
fark olmadigr goralmistir (p>0,05). Ayrica varyasyon katsayisi degerlerinin de

%?2'nin altinda oldugu gorilmiistiir.

3.1.4.4. Teshis ve Tayin Simirlan

Kafeinin metanol ve pH 7,4 PBS ortamindaki miktar tayini yonteminin teshis
ve tayin sinirlar1 Boliim 2.2.4.4."te anlatildig1 sekilde hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge

3.7 ’de verilmistir.

Cizelge 3.7. Kafeinin Metanol ve pH 7,4 PBS ortamindaki miktar tayini
yoOnteminin teshis ve tayin sinirlari

Calisma Ortami

Dogru Denklemi

Teshis Sinir1

Tayin Sinir1

(ng/ml) (ng/ml)
Metanol y = 0,0493x + 0,0073 0,278 0,841
pH 7.4 PBS y = 0,0523x + 0,0009 0,403 1,221

3.1.4.5. Ozgiinliik

Yontemin aktif bilesen olan kafeine 06zgiinliigiiniin incelenmesi bdlim
2.1.4.5°de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Kafein icermeyen lipid nanopartikiillerin
190-400 nm dalga boyunda spekturumlarina bakildiginda kafeinin en yiiksek

absorbans degeri verdigi dalga boyunda herhangi bir pike rastlanmamagtir.

3.1.4.6. Kafeinin Kisa Siireli Stabilite Tayini Sonuc¢lar
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Kafeinin metanol ve pH 7.4 PBS ortamindaki kisa siireli stabilitesinin tayini

Boliim 2.1.4.6’da anlatilan yontem kullanilarak ¢alisilmistir. Elde edilen degerlerin

%BS’sinin % 2 nin altinda bulunmustur. Bulgular, Cizelge 3.8’de sunulmustur.

Cizelge 3.8. Kafeinin kisa siireli stabilitesi

Stabilite Konsantrasyon o
(ug/mL) Baslangi¢ 24. saat 48. saat Y%BS
Metanol 10 9,81 9,69 9,53 1,202
pH 7,4 PBS 10 10,28 9,98 10,02 1,650

3.2. Farmasotik Gelisim ve Tasarimla Kalite Calismalarina Ait

Bulgular

3.2.1.  On Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

3.2.1.1. Yiiksek Basinch Homojenizasyon Yontemiyle Yari Kati Lipid

Nanopartikiillerin Hazirlanmasina Ait Bulgular

Lipid nanopartikiillerin hazirlanmasinda ilk yontem olarak secilen yiiksek
basingli homojenizasyon teknigi ile iki farkli grup yari kati lipid nanopartikiil

olusturulmasi denenmistir.

1. grup formiilasyonlarda YAM olarak Poloxamer 188 ve Tween 80 bir arada
kullani1ldiginda HPH yontemi ile lipid nanopartikiil olusumu gézlenmemistir. Denenen
tiim formiilasyonlarin partikiil boyutlar1 1 um iizerindedir. Ikinci grup, Poloxamer 407
ile hazirlanan formiilasyonlarda ise lipid nanopartikiiller olusmus fakat elde etmeyi
amagcladigimiz yar1 kat1 kivam calisilan en yiiksek kat1 lipid konsantrasyonunda dahi
elde edilememistir. Bu sebeple yiiksek basin¢li homojenizasyon teknigi ile

caligmaktan vazgecilmistir.
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On formiilasyon calismalarinda hazirlanan formiilasyonlarimn partikiil boyutu,
polidispersite indeksi degerleri ve morfolojik kontroller ile elde edilen yap1 6zellikleri

Cizelge 3.9 ve 3.10°da gosterilmistir.

Cizelge 3.9. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemiyle hazirlanan 1.Grup lipid
nanopartikiillere ait bulgular (n=6).

F}zgg:l Partikiil Boyutu PDI Yapisal Ozellik
F1 Okunamad: (Partikiil olusmadi) - Akiskan stvi
F2 Okunamad: (Partikiil olugmadi) - Akiskan stvi
F3 Okunamadi (Partikiil olugmadi) - Akiskan S1vi
F4 Okunamadi (Partikiil olugmadi) - Akiskan Sivi
F5 Okunamad (Partikiil olugsmadi) - Akigkan Sivi
F6 Okunamadi (Partikiil olugsmadi) - Akiskan Sivi
F7 Okunamadi (Partikiil olugmadi) - Akiskan S1vi
F8 Okunamadi (Partikiil olugsmadi) - Akiskan Sivi
F9 Okunamadi (Partikiil olusmadi) - Akigkan Sivi

Cizelge 3.10. Yiiksek basingli homojenizasyon yontemiyle hazirlanan 2.grup
lipid nanopartikiillere ait bulgular (n=6)

FE:)I:;SI Partikiil Boyutu PDI Yapisal Ozellik
F10 135,1+1,232 0,133£0,010 Akigkan Sivi
F11 145,8+1,155 0,128+0,015 Akiskan Sivi
F12 150,340,611 0,212+0,022 Akiskan Sivi
F13 150,442,463 0,138+0,011 Akigkan Sivi
F14 122,540,890 0,171+0,011 Akigkan Sivi
F15 126,8+1,336 0,200+0,010 Akiskan Sivi
F16 163,8+1,825 0,153+0,021 Akigkan Sivi
F17 167,342,536 0,161+0,019 Akigkan Sivi

3.2.1.2. Yiiksek Hizda Karistirma ve Ultrasonikasyon Yoéntemiyle Yari

Kat1 Lipid Nanopartikiillerin Hazirlanmasina Ait Bulgular

On formiilasyon calismalarinda denenen yiiksek hizda karistirma ve
ultrasonikasyon ¢aligmalar1 2.3.1.2. bdlimiinde anlatildigr sekilde yapilmistir.
Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli
degerleri Malvern Zetasizer Nano-Zs cihazi yardimiyla tespit edilmistir ve veriler

Cizelge 3.11°de 6zetlenmistir.
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Kati lipid olarak stearik asit kullanildiginda, formiilasyonlarin yapilarinin ¢ok
kat1 oldugu ve partikiil boyutu ile polidispersite indeksi degerlerinin de hedefledigimiz
sinirlar i¢inde olmadigr gozlenmistir. Bu nedenle stearik asit formiilasyon
calismalarindan elimine edilmistir. Lipidlerden Precirol ATO 5, Compritol 888 ATO,
Tristearin ve Tripalmitin ile olusturulan formiilasyonlar gerek partikiil boyutlar
gerekse yapisal 6zellikleri ile uygun bulunmus ve final formiilasyonlarin olusturulmasi

maksadiyla bu dort kati lipid secilmistir.

Denenen %10-%40 araliginda lipid miktarlarindan en uygun sonuglar ve
stiriilebilme o6zellikleri en iyi olan formiilasyonlar %20-%30 lipid yiizdesinde
bulunmustur. %10 lipid ile olusturulan formiilasyonlar ¢ok akigskan yapili iken %40

lipid oranina sahip formiilasyonlar ile ¢ok kat1 yap1 elde edilmistir.

Cizelge 3.11. Yiiksek hizda Karistirma ve sonikasyon yontemiyle
hazirlanan lipid nanopartikiillere ait bulgular (n=6)

Formiil oy il b .
Kodu Partikiil Boyutu PDI Yapisal Ozellik
S1 306+3,285 0,271+0,007 Yar1 Kat1 Form
S2 326,1£3,405 0,318+0,03 Yari Kati Form
S3 1’in Gistliinde Okunamadi Akigkan Sivi
S4 330,3+6,479 0,275+0,031 Yar1 Kat1 Form
S5 150,340,611 0,212+0,022 Yar1 Kati Form
S6 150,4+2,463 0,138+0,011 Yar1 Kati1 Form
S7 701+30,59 0,649+0,131 Cok Kat1
S8 573,2+19,47 0,548+0,066 Cok kat1
S9 548,5+18,18 0,659+0,015 Cok kat1
S10 837,8+36,92 0,817+0,020 Cok kat1
S11 1,669+697,4 0,951+0,063 Cok kat1
S12 417,3+49,08 0,547+0,133 Cok kati

3.2.2. Bilgi Alam Icerisinde Yarn Kati NLC Formiilasyonlarun

Hazirlanmasina Ait Bulgular
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Yapilan 6n denemeler sonucunda hedeflenen kritik kalite Ozelliklerine
ulagilabilmesi i¢in segilen yonteme ait parametreler Boliim 2.3.1.3’de verilmistir.
Uretim yontemi olarak yiiksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon yontemi secilmis
ve yonteme ait kritik islem parametreleri 6n formiilasyonlarla belirlenmistir.
Hazirlanan yar1 katt NLC’lerde kritik kalite Ozelliklerinden partikiil biytikligi,
polidispersite indeksi ve in vitro okliizyon ¢alismalari tamamlanmis, Kritik olmayan
kalite ozelliklerinden ise zeta potansiyel tayinleri yapilmis; mekanik o6zellikleri

incelenmis; miktar tayini, % islem etkinlikleri hesaplanmustir.

3.2.3.  Kontrol Stratejisi Kapsaminda Yar1 Kati NLC Formiilasyonu

Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.23.1. Yann Kati NLC Formiilasyonlarinda Partikiill Biiyiikligii,
Polidispersite indeksi ve Zeta Potansiyel Tayinine Ait Bulgular

Yar1 katt NLC’lerin partikiil biiytikligii, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyeli tayini boliim 2.3.2.1.’de gosterildigi sekilde yapilmistir. Hazirlanan 16
farkli yar1 kati NLC formiiliine ait partikiil biiytikliigl, polidispersite indeksi ve zeta

potansiyeli 6l¢iimlerine ait sonuglar Cizelge 3.12’de verilmistir.

Cizelge 3.12. NLC formiilasyonlarina ait partikiil biiyiikliikleri, PDI ve
zeta potansiyeli degerleri (n=6)

Formiilasyon Kodu Partikiil Boyutu PDI Zeta Potansiyeli
(nm=SS) (Ortalama+SS) (mV=SS)
NLC F1 186,3+1,891 0,209+0,010 -21,2+1,662
NLC F2 247,543,504 0,25140,027 -33,0+0,493
NLC F3 187,542,082 0,223+0,013 26,740,513
NLC F4 277,144,784 0,227+0,008 26,840,354
NLC PRE1 163,1+1,313 0,161+0,019 21,640,404
NLC PRE?2 225,9+1,412 0,228+0,016 -16,0£0,312
NLC PRE3 167,842,754 0,175+0,016 -20,2+1,28
NLC PRE4 313,4+18,10 0,326+0,052 -26,4+0,10
NLC TS1 285,744,108 0,270+0,016 -26,5+0,763
NLC TS2 226,942,205 0,178+0,012 -24,642.61
NLC TS3 279,643,087 0,26340,026 -16,8+0,576
NLC TS4 231,1%+1,132 0,21140,012 -16,9+1,26
NLC TP1 323,646,572 0,267+0,027 -19,6+1,36
NLC TP2 325,7+19,42 0,4410,038 -25.4+0,366
NLC TP3 218,942,639 0,223+0,013 -9,55+3,33
NLC TP4 320,8+16,72 0,477+0,020 -23.3+0,29
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3.2.3.2. Yann Kati NLC Formiilasyonlarimn Islem Etkinligi (%EE)
Tayinine Ait Bulgular

Hazirlanan yar1 katt NLC formiilasyonlarina yiiklenen kafein miktar1 Bolim
2.3.2.2.'de anlatilan yontemle bulunmustur. Denklem 2.3.’de verilen esitlik
kullanilarak % islem etkinligi degeri hesaplanmistir. Hazirlanan yar1 katt NLC

formiilasyonlara ait %EE bulgular Cizelge 3.13.'de gosterilmektedir.

Cizelge 3.13. NLC formiilasyonlarina ait %EE
degerleri (N=6)

Formiilasyon Kodu % lislem Etkinligi (%EE)
NLC F1 96,52+7,29
NLC F2 92,67+8,91
NLC F3 97,35+2,80
NLC F4 100,03+4,28

NLC PRE1 94,06+0,42
NLC PRE2 93,87+2,59
NLC PRE3 92,90+5,28
NLC PRE4 92,63+7,53
NLC TS1 97,06+0,61
NLC TS2 99,63+2,14
NLC TS3 94,45+3,07
NLC TS4 98,55+5,16
NLC TP1 94,24+4,32
NLC TP2 94,89+2,49
NLC TP3 93,44+1,38
NLC TP4 97,15+4,64

3.2.3.3. Yari Kati NLC Formiilasyonlarimin Mekanik Ozelliklerin Tayinine
Ait Bulgular

Hazirlanan yar1 katt NLC formiilasyonlarinin mekanik o6zellikleri Bolim
2.3.2.3.’de ozetlendigi sekilde ol¢iilmiistiir. Yar1 katit NLC formiilasyonlarin mekanik

ozelliklerine ait ilgili 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 3.14’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.14. NLC formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerine ait bulgular (n=6)

Formiilasyon Sertlik Sikistirilabilirlik Adheziflik Koheziflik | Elastikiyet
Kodu (N) =SS (N.mm) =SS | (N.mm)+SS +SS +SS
NLC F1 0,180+0,016 0,945+0,032 -0,010 1,045+0,070 | 1,011+0,005
NLC F2 4,023+0,408 19,513+4,367 -10,737£3,562 | 0,433+0,16 | 1,008+0,027
NLC F3 0,342+0,022 1,594+0,073 0,000 0,947+0,058 | 1,001+0,010
NLCF4 9,364+1,293 43,948+3,730 -8,632+1,672 | 0,594+0,078 | 0,983+0,029
NLC PRE1 1,920+0,190 6,071+1,153 -2,171£1,408 | 0,646+0,043 | 1,004+0,013
NLC PRE2 7,356+1,245 24,350+£7,077 -7,487+1,314 | 0,531+0,098 | 0,988+0,028
NLC PRE3 1,403+0,320 4,544+1,092 -2,536+0,626 | 0,616+0,075 | 0,995+0,013
NLC PRE4 4,51940,281 14,283+3,737 -5,616+1,470 | 0,4754+0,069 | 0,998+0,010
NLC TP1 0,031+0,001 0,187+0,008 0,000 1,759+0,046 | 1,010+0,015
NLC TP2 0,036+0,002 0,159+0,009 0,000 1,22+0,25 1,007+0,02
NLC TP3 0,038+0,002 0,133+0,014 -0,016+0,01 0,876+0,138 | 1,017+0,006
NLC TP4 0,041+0,003 0,153+0,012 -0,012+0,004 | 0,919+0,051 | 1,016+0,018
NLC TS1 0,03340,0020 0,182+0,008 0,000 1,698+0,072 | 1,004+0,023
NLC TS2 0,034+0,005 0,134+0,043 0,000 1,313+0,426 | 0,995+0,019
NLC TS3 0,036+0,002 0,175+0,010 0,000 1,541+0,155 | 1,005+0,023
NLC TS4 0,149+0,011 0,483+0,017 -0,318+0,016 | 0,865+0,016 | 1,005+0,010

3.2.3.1. Yar1 Kati NLC Formiilasyonlarina Ait In Vitro Okliizyon Faktériiniin

Belirlenmesine Ait Bulgular

Hazirlanan yari kati NLC formiilasyonlarina in vitro okliizyon testinin ne sekilde

uygulandigr  bolim 2.3.2.4.°de anlatilmig sonuglar Denklem 2.2.ye gore
hesaplanmistir. Bu cer¢evede hazirlanan yar1 katt NLC’lerin 6, 12 ve 24. saatteki
okliizif 6zellikleri; kati lipid olarak Compritol 888 ATO iceren formiilasyonlar i¢in
Sekil 3.6°de; Precirol ATO 5 iceren formiilasyonlar i¢in Sekil 3.7.’de; tripalmitin
iceren formiilasyonlar i¢in Sekil 3.8.’de ve tristearin i¢ceren formiilasyonlar i¢in Sekil

3.9°da grafikler halinde gosterilmistir.

79



100

6H 12H 24H

BENLCF1 ®mNLCF2 mNLCF3 NLC F4

Sekil 3.6. Compritol 888 ATO igeren formiilasyonlara ait 6, 12, 24. saat okliizif
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Sekil 3.7. Precirol ATO 5 igeren formiilasyonlara ait 6, 12, 24. saat okliizif
Ozellikleri.

80



100
90
80
70
60
50
4

o

3

o

2

o

1

o

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

6H 12H 24

ENLCTP1 mNLCTP2 mNLCTP3 mNLCTP4

H

Sekil 3.8. Tripalmitin iceren formiilasyonlara ait 6, 12, 24. saat okliizif 6zellikleri
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Sekil 3.9. Tristearin iceren formiilasyonlara ait 6, 12, 24. saat okliizif 6zellikleri
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3.3. Elde Edilen Verilerin Yapay Sinir Aglar ile Degerlendirilmesi

ve Formiilasyon Optimizasyonuna Ait Bulgular

Formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan 16 farkli yar1 kati NLC formiilasyondan
elde edilen girdi/cikt1 verileri yapay sinir ag1 modeli olusturabilmek i¢in B6liim 2.4.’de
anlatildig1 gibi programa aktarilmistir. Elde edilen yapay sinir agi modelinin
giivenilirliginin degerlendirildigi r?’li egitim setleri elde edilmistir. Girdi ve ¢iktilarla

elde edilen ANN modeline ait r? degerleri Cizelge 3.15’de gosterilmistir.

Cizelge 3.15. Model girdi/¢ikt1 verilerinin YSA Programinda degerlendirilmesi
sonucu elde edilen modele ait r? degerleri

MODEL
CIKTILAR r? degerleri
Partikiil Boyutu 0,71
PDI 0,90
12.Saatteki Okliizif Etki 0,86

Calismanin devaminda elde edilen yapay sinir agi modeli formiilasyon
optimizasyonu igin kullanilmistir. Elde edilen r? degerlerine gore optimizasyonu

asamasinda hazirlanan formiilasyona ait bilesenler Cizelge 3.16’da gosterilmektedir.

Cizelge 3.16. YSA Programindan Elde Edilen Optimum formiilasyon

bilesenleri.
Optimum Yar1 Kati NLC Formiilasyonu
Compritol 888 ATO 0
(mg)
Precirol ATO 5(mg) 2600
Tripalmitin (mg) 0
Tristearin (mg) 1650
Argan yagi 1400
Kafein (mg) 500
Poloxamer 407 (mg) 2500
Dig Faz Hacmi (mL) 25
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3.4. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait Bulgular

3.4.1. Optimum Formiilasyonun Kritik Kalite Ozelliklerine Ait Bulgular

Optimum formiilasyon bilesenleri kullanilarak Boliim 2.1.1.2.°de anlatildig1
sekilde yiiksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon yontemi ile optimum yar1 kati NLC
formiilasyonu hazirlanmistir. Bu formiilasyona ait kritik kalite 6zellikleri olan partikiil
blyiikligl, polidispersite indeksi ve okliizyon faktorii i¢in Ol¢timlerle elde edilen
degerler ve iiriin kalitesine dogrudan etkisi olmadigi diistiniilen 6 ., 12. ve 24. saate ait
in vitro okliizyon faktorii degerleri ile yiizde islem etkinligi degerleri sonuglari Cizelge
3.17°de verilmistir. Piyasadan temin edilen seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan jel
formiilasyon da in vitro okliizyon faktoriinii optimum formiilasyonla kiyaslama
amaciyla tayin edilmis ve okliizyon faktorii degeri 6., 12. Ve 24. saatlerde "0" olarak
bulunmustur. Kritik kalite 6zellikleri icin INform V5.01 ANN programi tarafindan
tahmin edilen analiz verileri de ¢izelgeye eklenmistir. Optimum formiilasyon ve
piyasadan temin edilmis olan seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan {i¢ farklh

formiilasyona ait mekanik 6zelliklere ait veriler de Cizelge 3.18’de goriilmektedir.

Cizelge 3.17. Optimum formiilasyona ait kritik kalite 6zellikleri
ve programin onerdigi analiz verileri.

Kalite Ozellikleri ANN Programindan
Parametreler . _— -
Analiz verileri gelen tahminler
Kritik Partikiil boyutu 186,5+1,457 185
Parametreler
PDI 0,208+0,033 0,207
12. saat Okliizyon Faktorii 46,5+5,6 40,1
Kritik Zeta Potansiyel -26,6 £ 1,33
olmayan
Parametreler | 6. saat Okliizyon Faktorii 21,4£10,6 -
24. saat Okliizyon Faktorii 59,0+4,3 -
%EE (Enkapsiilsyon 97,19+1,12 -
Etkinligi)

83



Cizelge 3.18. Optimum Formiilasyonda mekanik 6zelliklere ait

veriler (n=6).
Formiil Sertlik Sikistirilabilirlik Adheziflik Koheziflik Elastikiyet
(N) £SS (N.mm) =SS | (N.mm)+SS +SS £SS

Optimum , 436.6001 | 0,190£0,005 0 1,49340,046 | 0,997:£0,007
Formiil

Piyasal | 0,059+0,002 0,204+0,023 0 0,893+0,030 | 0,997+0,013
Piyasa2 | 0,125+0,002 0,403+0-019 0 0,953+0,010 | 0,993+0,0017
Piyasa3 | 0,203+0,009 0,600+0,063 0,366£0,024 | 0,903£0,079 | 0,992+0,014

*N=6

3.4.2. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan in-Vitro Etkin Madde

Salim Tayinine Ait Bulgular

3.4.2.1. Franz Difiizyon Hiicresi Yontemi ile Yapilan Calsmaya Ait

Bulgular

Franz Difiizyon Hiicresi yontemi ile salim c¢aligmalarimin ne sekilde yapildig:

Boliim 2.4.4.1.°de anlatilmistir. Optimum formiilasyona ait Franz Diflizyon Hiicresi

Yontemi ile elde edilen salim profili Sekil 3.10.’da verilmistir.
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Franz Difiizyon Yontemi Cikis Grafigi

31,6
24,0 T
11.7 16,0 7 ‘J_‘
T
L
T
0 1 3 4 5 6 7 8
Zaman(s)

43,7

11 12

Sekil 3.10. Optimum formiilasyona ait Franz Difiizyon Hiicresi

Yontemi ile elde edilen salim profili.
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3.4.2.2. Statik Yontem ile Yapilan Calismaya Ait Bulgular

Statik Yontem ile salim ¢alismalarinin ne sekilde yapildigr Bolim 2.4.4.2.°de
anlatilmistir. Optimum formiilasyona ait statik yontem ile elde edilen salim profili

Sekil 3.11.’de verilmistir.

Statik Yontem Cikis Grafigi
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o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zaman (s)

Sekil 3.11. Optimum formiilasyona Statik Yo6ntem ile elde
edilen salim profili.

3.4.3. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Diferansiyel Tarama

Kalorimetresi (DSC) Analizine Ait Bulgular

Uretiminde kullandigimiz lipidlerden Precirol ATO 5 ve Tristearin’in, kafein
eklenmemis bos NLC’lerimizin ve kafein yiiklii optimum NLC formiilasyonunun
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) analizi Boliim 2.4.5’de anlatildigi gibi

yapilmustir. Elde edilen DSC termogrami Sekil 3.12°de goriilmektedir.
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Sekil 3.12. Tristearin (A), Precirol ATO 5 (B), Kafein eklenmemis bos
NLC (C), Optimum formiilasyon (D), Kafein (E).

3.4.4. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Gecirimli Elektron

Mikroskobu (TEM) Analizine Ait Bulgular

Hazirlanan optimum yar1 katt NLC formiilasyonunda TEM analizi Boliim
2.5.4.'de agiklandig1 sekilde gergeklestirilmis ve elde edilen TEM goriintiileri Sekil
3.13’de goriilmektedir.

Sekil 3.13. Optimum yar1 katt NLC formiilasyonuna ait TEM mikrografi.
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3.4.5.
Ait Bulgular

Optimum formiilasyonun pH ve viskozluk Ol¢timleri Bolim 2.4.7°de

bahsedildigi sekilde gerceklestirilmistir. Optimum formiilasyona ait pH ve viskozluk

verileri Cizelge 3.19°de gosterilmistir.

Optimum Formiilasyonda Yapilan pH ve Viskozluk Ol¢iimlerine

Cizelge 3.19. Optimum formiilasyona ait pH ve vizkozluk 6l¢limii sonuglart

Viskozite£SS** (CPS)

Formiilasyon Ad1 pH£SS*
5 rpm 10rpm 20rpm
i 3
Optimgy 6,620,006 (71,095)*10° (2,5+0,548) *10° (1,25+0,273)*10
Formiilasyon
*(n=3) **n=9

3.5. Stabilite Calismasina Ait Bulgular

Optimum formiilasyon stabilitesinin degerlendirilmesi i¢in Bolim 2.4.9.°de

anlatilan kontroller 1. Ay sonunda tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

3.20°de gosterilmistir.

Cizelge 3.20. Optimum formiilasyon stabilite ¢alismasi baslangig ve

Stabilite

1.ay bulgular
Yeplan Kontroller Baslangi¢ Birinci Ay
Partikiil boyutu*
186,533+1,457 186,033+0,815
(nm)

PDI * 0,208+0,033 0,251+0,012

%EE** 95,99+2,01 93,62+3,66

pH* 6,62+0,006 6,51+0,006
5 rpmr* (7,00+1,095)*10° | (5,33+1,03)*10°
Viskozite — ) 18 °10° | (207 16)°10°
(CPS) 10 rpm (2,5+0,548) *10° | (2,67+0,516) *10
20 rpm** (1,25+0,273)*10° | (1,583+0,29)*10°

*n=3, **n=6




4. TARTISMA

4.1. Kafein ile Yapilan Calismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda model aktif bilesen olarak segilen kafeinin metanol ve pH 7,4
PBS tamponundaki UV spektrumuna Boliim 2.2.1°de anlatildig: sekilde bakilmis, aktif
bilesenin en yiiksek absorbans gosterdigi dalga boyunun 273 nm oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen bu sonucun literatiirle uyumlu oldugu bulunmustur (S. S.

Brown, 1986; Li ve ark., 1990).

Kafeinin karakterizasyonunun yapilabilmesi ve istenen saflikta oldugunun
kanitlanabilmesi igin DSC analizi yapilmigtir. Bolim 2.2.2.'de anlatildigi sekilde
gerceklestirilen DSC analizi neticesinde 236,70C°’de saf haldeki kafeinin erime
derecesine ait net bir endotermik pik saptanmustir. Saptanan bu degerin, referans
degerler ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Puglia ve ark., 2016; Erol Eli Simsolo ve
ark., 2018).

Kafeinin; metanol ve pH 7,4 PBS tamponu igindeki kalibrasyon dogrulari
belirlenmis ve ulasilan dogrularmn r® degerlerinin 1'e yakin (1% 0,999) oldugu
saptanmistir. Bu katsayinin 1’e yakin olmasi ve standart hatalarin kii¢iik olmasi
sebebiyle bulunan absorbanslardan hesaplanan konsantrasyonlarin giivenilir sinirlarda

oldugu saptanmustir.

Kafeinin miktar tayini yonteminin belirlenebilmesi i¢in detayl literatiir taramasi
yapilmis ve miktar tayini yontemi olarak UV Spektroskopisi yonteminin
kullanilmasina karar verilmistir (Khazaeli ve ark., 2007; Erol Eli Simsolo ve ark.,
2018). Miktar tayini yonteminin analitik validasyon c¢aligmalari kapsamli olarak
gerceklestirilmistir. Yapilan analitik validasyonlar sonucunda, Boliim 3.1.4.1-Bo6lim
3.1.4.6'da gosterildigi gibi, yontemin pH 7,4 PBS ve metanol ortamlarindaki
dogrusalligt, dogrulugu, kesinligi ve segicilik ispatlanmis ve her iki ortam igin de teshis

ve tayin sinirlar1 degerlendirilmistir. Cizelge 3.1.’de goriildiigii gibi kafeinin bu miktar
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tayini yontemleri i¢in hesaplanan regresyon katsayilarinin 1’e yakin olmasi her iki
ortam i¢in de yontemin dogrusal oldugunu gostermistir. Yontemin dogruluk ve
kesinlik ¢alismalar1 sonucglar Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3.’de yer almaktadir. Her bir
parametre i¢in elde edilen bagil sapmalar %2’nin altinda bulunmustur. Elde edilen
diisiik bagil sagma degerleri yontemin dogrulugunu ve kesinligini ispatlamaktadir.
Ozgiinliik ¢aligmalar1 sonucunda, formiilasyonlarda kullanilan yardime: maddelerin
273 nm dalga boyunda herhangi bir pik vermedigi ve dolayisiyla etkin madde ile bir
girisim yapmadiklar1 gézlenmistir. Bu sebeple yontemin 6zgiin oldugu belirlenmistir.
Kafeinin 6rnek iginde izlenebilecek en diisiik analit miktar1 (LOD) pH 7,4 fosfat
tamponu ortaminda 0,403 pg/ml metanol ortaminda 0,278 nug/ml olarak bulunmustur.
Kafeinin kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla olgiilebilen en diisiik analit
konsantrasyonu (LOQ) ise pH 7,4 PBS ortaminda 1,221 pg/ml metanol ortanimda
0,841 pg/ml olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglar kalibrasyon dogrusunu
olusturan en diisiik konsantrasyon degerinin altinda yer almaktadir. Miktar tayini
yonteminin analitik validasyon ¢alismalar1 sonucunda her iki ortam i¢in de yontemin
kesinligi, dogrulugu, dogrusallik ve araligi, 6zgiinliigii ispatlanmis, tayin ve teshis

sinirlar1 belirlenmistir.

Kafeinin 48 saatlik stabilitesi, Bolim 2.2.4.6’da anlatildigi sekilde tayin
edilmistir. Aktif bilesenin pH 7,4 fosfat tamponu ve metanol ortamindaki ¢6zeltilerinin

37C’ sicaklikta, 48 saat boyunca stabil olarak kalabildigi belirlenmistir.

4.2. Farmasotik Gelisim ve Tasarimla Kalite Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Son yillarda ilag ve kozmetik iirlinlerin kalite ve giivenliginin kontrolii 6zellikle
igerisinde nano yapili aktif bilesik veya tasiyici sistem igeren sistemler i¢in 6nemli bir
konu olusturmaktadir. Tasarimla kalite yaklagimu ilk defa 2000 yilinda FDA (Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan yeni iiretilecek bir ilacin kalitesini
ve gilivenligini degistirebilecek tiim nedenleri belirlemek, analiz etmek ve kontrol

etmek amaciyla Onerilmistir. 2008 yilinda ICH tarafindan ilk dokiiman olan
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Farmasotikler i¢in Teknik Gereklilikler Klavuzu olusturulmustur. Kaliteyi test eden
geleneksel yaklasimdan farkli olarak tasarimla kalite yaklagimi kalite ve gilivenligi
dizayn asamalarinin ilk adimlarinda insa etmeyi amaglamaktadir. Calismamizda
seliilitin kozmetik bakiminda kullanilmasi amaciyla iiretmeyi planladigimiz yar1 kati

lipid nanopartikiillerimizi tasarimla kalite prensibiyle hazirlamak hedeflenmistir.

QBD kapsaminda ilk adim olan bilgi alaninin olusturulmasi amaciyla aktif
bilesen ve yardimci maddeler; iiretim prosesleri hakkinda incelenen literatiirler ve
toplanan bilgiler 1s18inda risk analizleri yapilmistir. Yapilan 6n formiilsyon galismalari

sonucunda bilgi alan1 olusturmustur.

QbD, hedef tiriiniiniin kalite profilinin (QTPP) belirlenmesi ile yani tasarlanacak
olan iiriiniin olas1 kalite 6zelliklerinin belirlenmesi ile devam eder. Bu istenen kalite

tirtiniin sadece etkinligini degil, giivenligini de dikkate almaktadir.

Calismamizda seliilitin kozmetik bakiminda kullanilmak tizere yari kat1 lipid
nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi planlanmistir. Kafein seliilitin topikal
bakiminda etkisi bilinen fakat hidrofilik 6zellikte olmasindan dolay: deri altinda
seliilite etki bolgesine penetrasyonu tartismali bir bilesiktir. Lipid nanopartikiillerin
aktif bilesiklerin deriden penetrasyonunun arttirilmasi amaciyla kullanimi gesitli
caligmalarla gosterilmistir (Kiichler,Abdel-Mottaleb ve ark., 2009; Kiichler,Radowski
ve ark., 2009; Schifer-Korting ve ark., 2007). Seliilit bakiminda kullanilmak {iizere
gelistirilen  konvansiyonel piyasa preparatlarina alternatif olabilecek bu
formiilasyonlar ile aktif bilesen olan kafeini; derinin seliilit gelisen hipodermis
tabakasina ulastirabilecek 6zellikte, derinin yapisi ve pH’1 ile uyumlu olacak, deriye
kolayca uygulanabilecek siiriilebilme 6zelliklerine sahip ve uygulandigi bolgede
olusturacagi oklizif etki ile etkinligini arttiracak bir tasiyici sistemle vermek
amaglanmistir. Bu amagla hazirlanan formiilasyonun yeniden bir tasiyict igerisinde
yeniden formiile edilmesine gerek duyulmadan ve aktif bilesen kaybi olmadan

verilmesine olanak saglayan yar1 kati lipid nanopartikiiller tasiyici sistem olarak
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secilmistir (Badilli ve ark., 2015). Hedeflenen lipid nanopartikiillere ait hedef iiriin

kalite profili Cizelge 4.1’de gosterilmisti

Cizelge 4.1. Yan kat1 lipid nanopartikiillere ait hedef iiriin kalite profili

QTPP Hedef

Uygulama yolu Dermal

Uygulama icin alternatif yontem Yok

Tastyicl sistem Yar1 kat1 lipid nanopartikiil

Doz rejimi %?2 a/a aktif bilesik igeren sistem

Kozmesotik etki Seliilitin kozmetik bakimi ve iyilestirilmesi

Viskozite Genis uygulama alanlarina yayilabilecek uygun viskozlukta
pH Deri pH’s1 ile uyumlu

Salim profili Kontrollii aktif bilesik saliminda

OKliizif etki Derinin hidrasyonunu saglayacak en yiiksek okliiziif etki
Stabilite Oda sicakliginda goriiniir bir faz ayrigmasi isareti olmayan

ve stabilitesinioda sicakliginda bir ay boyunca koruyan {iriin

Kalite ozellikleri tirtiniin beklenen kalitesinin saglanmasi i¢in belli bir aralikta

tutulmas1 gereken fiziksel, kimyasal, biyolojik 6zellikler veya formiilasyon ile ilgili

herhangi bagka bir karakteristik olabilir. Kalite 6zellikleri, olusurulmasi planlanan

Urlin verimliligi ve kullanic1 giivenligi agisindan kritikliklerine gore siralanmalidir.

Hedeflenen iiriin kalite profilini elde edebilmek igin yar1 kat1 lipid nanopartikiillerin;

partiikiil boyutu, polidispersite indeksi ve okluzyon faktorii degerleri kritik kalite

ozellikleri olarak belirlenmistir. S6z konusu kritik kalite 6zellikleri Cizelge 4.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Kalite 6zellikleri ve kafein igeren yari kati lipid

nanopartikiillerin kritik kalite 6zellikleri

Kalite Ozellikleri Hedef

Organoleptik izellikler Beyaz, kokusuz dispersiyon Kritik degil
Partikiil boyutu 150 — 250 nm araliginda olmali *Kritik
Polidispersite indeksi 0,3’ten kii¢iik olmali *Kritik
Zeta Potansiyeli -30 mV — OmV araliginda olmali Kritik degil
Okliizyon faktérii %20'nin tistiinde olmal1 *Kritik
Islem etkinligi Minimum %95 Kritik degil
pH ve Viskozite Deri pH’s1 ile uyumlu, genis yiizey alanina uygulanabilir | Kritik degil

Viskozlukta
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Seliilit ile ilgili kapsamli literatiir taramalar1 sonucunda topikal yolla seliilitin
kozmetik bakiminda hedeflenen etkinin elde edilebilmesi i¢in ortalama partikiil
boyutunun 250 nm ve altinda olmasi gerektigi saptanmis bu nedenle ¢alismada
olusturulmasi planlanan yar1 kat1 lipid nanopartikiillerin partikiil boyutlar1 150-250 nm
araliginda secilmistir. Yapilan bir calismada, ortalama partikiil boyutu 182,6+8,4 nm
olan kafein yikli SLN formiilasyonlarinin hidrojeli olusturulmus ve bu
formiilasyonlar, kafein jeli formiilsyonlar1 ile in vitro permeasyon calismasinda
kiyaslanmistir.  SLN igerisine yiikklenmis kafein hidrojel formiilasyonunun
permeasyonunun kafein jel formiilasyonuna kiyasla anlamli sekilde hizli oldugu ve 24
saatlik deney sonunda reseptor fazda biriken kafein miktarinin da anlamli oranda
yiiksek oldugu gosterilmistir (Puglia ve ark., 2016). Bir baska ¢alismada aragtirmacilar
kafeini SLN igerisine yiiklemis ve partikiil boyutu 81 nm olan formiilasyonu optimum
formiilasyon olarak belirlemiglerdir. Sican derisi ile Franz difiizyon hiicresi yontemi
ile in vitro permeasyon calismasi yapilmis ve optimum kafein yiikli SLN
formiilasyonun hidrojeli, kafein hidrojeli ile kiyaslamistir. 24 saat sonunda kafein
hidrojelinden reseptor faza gegen aktif bilesen miktari, kafein SLN hidrojeline kiyasla
yiiksek oldugunu saptamislardir. Ayn1 ¢alismada deride biriken kafein miktarlar
kiyaslanmig; kafein SLN hidrojeli formiilasyonu uygulanan deride biriken kafein
miktar1 (%12) kafein hidrojeli uygulanan deriye (%0,75) kiyasla ciddi oranda yiiksek
oldugu gosterilmistir. Aragtirmacilar elde ettikleri bu sonuglarla olusturduklari kafein
SLN hidrojelinin deride lokal etki olusturan bir sistem elde ettigi seklinde
yorumlamiglardir (Hamishehkar ve ark., 2015). Nanopartikiillerin penetrasyonu
sonucu olugabilecek toksisite Diinya Saglik Orgiitii tarafindan hala tartismali bir konu
olarak kabul edilmektedir ve olusabilecek etkiler tiim yonleriyle aydinlatilamamastir.
Nanopartikiil yapili tastyict sistemlerin olusturma potansiyeli olan toksisite agisindan
partikiil boyutu ve biyouyumlu olma faktorleri 6nem arz etmektedir. Nano yapili
tastyicilar biyolojik engelleri asarak viicuda kiigiik boyutlarindan dolayr kolayca
girebilirler.  Viicudun igine girdikten sonra, boyutlarindan dolayr hiicre
membranlarindan kolayca gegebilirler ve normal hiicresel isleyisin dengesini bozma
potansiyeline sahip olan biyomolekiiller ile kolayca etkilesime girebilirler. Partikiil

boyutu azaldik¢a yiizey alani biiyiiyecektir bdylece partikiiliin yayildigi yiizey
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biiyiiyecektir. Daha biiyiik yiizey alani, yiizeydeki atomlarinin doymamais yiiksek bir
enerjiye sahip olma egiliminde olmalar1 nedeniyle maddenin reaktivitesinin artmasina
neden olur. Sonug olarak nano tasiyicilar ne kadar kiigiik partikiil boyutuna sahip
olurlarsa o kadar yiiksek oksidatif strese neden olurlar ve uzun siireli toksisite riski
artar (D. M. Brown ve ark., 2001; Singh ve ark., 2009). Ayrica partikiil boyutu 100
nm’den biiylik molekiiller hiicreye sadece fagositoz ile alinabilir ve bu da ancak
viicudun sinirlhi bolgesindeki makrofajlar tarafindan alinabildigi igin toksisite riski
daha azdir. 100 nm altindaki nanopartikiiller ise endositoz ile tiim viicuttaki hiicreler
tarafindan hiicre i¢ine alinabilir bu da yiiksek toksisite riskine neden olmakta ve 100
nm’nin altindaki partikiiller toksisite agisindan yiiksek riskli kabul edilmektedir. (Keck
ve Miiller, 2013) Bununla birlikte nanotoksikolojik siniflandirma sistemine gore,
molekiiliin viicut i¢inde pargalanabilirligini ifade eden biyouyumluluk toksisite
acisindan bir diger Onemli etmendir. Viicut iginde pargalanamayan molekiiller
parcalanabilen bliyouyumlu molekiillere gore yiiksek toksisite riski tasirlar. Bu bilgiler
dogrultusunda 100nm’nin {izerindeki ve biyouyumlu nanopartikiiller giivenli olarak
degerlendirilmekte ve nanotoksikolojik siniflandirma sistemine gore Simif I olarak
tanimlanmaktadirlar (Miiller ve ark., 2011). Hem bu c¢aligmalar hem de gelistirilen
formiilasyonun hedef bolgesinin deri alt1 yag dokusu olmasi nedeniyle ¢alismamizda
ideal partikiill boyutunun 150 nm-250 nm araliginda olmasi gerektigine karar

verilmistir.

Polidispersite indeksi partikiil biiytikligii dagilimi araligin1 ifade eder. PDI
degeri kii¢iik olan yani dar partikiil dagilimi gésteren nanosistemlerin benzer boyuta
sahip partikiillere sahip oldugu ve bu nedenle homojen oldugunu varsayilmaktadir.
Ayn1 zamanda diisiik PDI’ye sahip sistemlerin partikiil agregasyonu riski az
oldugundan stabilitelerinin daha iyi oldugu bilinmektedir. Pek ¢ok c¢alismada 0,5’in
altinda elde edilen PDI degerinin kabul edilebilir oldugunu bildirmektedir (Amasya ve
ark., 2016; Shah ve ark., 2015). Bu ¢aligmada homojen bir partikiil boyutu dagilimina
sahip sistem elde edebilmek icin polidispersite indeksi 0,3’tn altindaki

formiilasyonlarin elde edilmesi amaglanmustir.
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Okliizyon derinin {stiiniin bir bant, eldiven, gegirgen olmayan sargi veya
transdermal cihazlarla kaplanmasini ifade eder. igeriginde kat1 yaglar veya polimer
siv1 yaglar ihtiva eden topikal sivaglar da deriden atmosfere suyun kaybini azaltarak
s6z konusu okliizif etkiyi olusturabilirler. Deri yiizeyinde okliizif etki olusmasi ile
trans epidermal su kaybi azalir, stratum corneum tabakasinda bulunan nem miktari
artar, epidermisteki korneositler i¢ine suyu alarak siser ayrica deri tabakalarinda kan
akist ve deri sicakligi yiikselir boylece aktif bilesigin derinin alt tabakalarina
penetrasyonu artar (Cevc, 2004; Zhai ve Maibach, 2001).Bu okliizif etkinligin, nano
boyutlu partikiiler sistemlerde mikro boyutlu sistemlere oranla 15 kat daha yiiksek
oldugu arastirmacilar tarafindan saptanmustir (Wissing ve ark., 2001). Derideki okliizif
etki ile aktif bilesenin derinin alt katmanlarina penetrasyonunun en ¢ok arttirilacagi
sistemi olusturmak hedeflenmistir. Bu nedenle (%) ylizde okliizif etki kritik kalite
Ozelligi olarak tayin edilmistir. Lipid nanopartikiiler sistemlerin pek ¢cok avantajindan
birisi de topikal uygulandiklarinda deride bir film tabakasi olusturarak deriden su
kaybin1 Onlemeleri bdylece derinin alt tabakalarina etkin madde geg¢isini
arttirmalaridir. Bu etki okluzif etki olarak da adlandirilabilir. Okliizyonun 6nemini ve
derinin nemlenmesi ve bunun sonucunda penetrasyonun arttirtlmasi ile ilgili lipid
nanopartikiillerle pek ¢ok calisma yapilmistir (Lombardi Borgia ve ark., 2005;
Wissing ve ark., 2001). Calismamizda literatiir verileri de dikkate alinarak okliizif

faktoriin %20 ve iizerinde olmasi amaglanmustir.

Kritik materyal 6zellikleri kritik kalite 6zelliklerinin degiskenligine etki eden
formiilasyon parametreleri ile ilgili verilerden olusur. Kritik iglem parametreleri ise
kritik kalite Ozelliklerinin degiskenligini etkilemesi olast yar1 kat1 lipid
nanopartikiillerin {iretim yontemi parametrelerinden olusmaktadir. Yar1 kati1 lipid
nanopartikiillerin formiilasyonlarmin olusturulmasinda kullanilacak olan kati lipid,
siv1 lipid ve yiizey aktif maddeyi belirlemek i¢in literatiir taramas1 yapilmistir. Bu
tarama sonrasinda SLN iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen biyo-uyumlu kati lipidlerden
farkli siniflara ait olan 5 tanesi secilmistir. Kati lipid olarak trigliserit yapisindaki
notral lipidlerden tripalmitin (Dynasan 116), tristearin (Dynasan 118); gliseritlerin
karisimlarindan olusan gliseril behenat (Compritol 888 ATO) ve gliseril palmiostearat
(Precirol ATO 5) ve doymus yag asitleri grubundan da stearik asit kullanilmigtir. Sivi
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lipid olarak argan yagi ve oleik asit belirlenmistir. Yiizey aktif maddelerin ve
oranlarinin se¢iminde de literatlir taramast yapilmistir. Edinilen bilgiler sonucunda
daha onceki calismalarda yar1 kati lipid nanopartikiil olusturmada basarili sonuglar
alinmis olan yiizey aktif maddelerden Poloxamer® 407 ve Poloxamer® 188 ile Tween®
80’in karisiminin formiilasyon tasariminda denenmesine karar verilmistir (Abdel-

Salam ve ark., 2017; Badilli ve ark., 2015).

Kafein ytklii yar1 kat1 lipid nanopartikiillerinin hazirlanmasinda yiiksek basingh
homojenizasyon ile yiiksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon yontemleri literatiir
taramasi sonucunda elde edilen bilgiler 1s1¢inda 6n formiilasyonlarda denenmek
amaciyla secilmistir. Segilen yontemler ile hazirlanacak lipid nanopartikiillerin
partikiil boyutu, polidispersite indeksi ve morfolojik olarak incelenen yap1
ozelliklerine kati lipid tipi ve orani, ylizey aktif madde tipi ve oran1 gibi parametrelerin
etkisi arastirilip uygun formiil elde edilmeye c¢alisilmistir. Bilgi alanina katki saglamak
ve CPP ve CMA’larin belirlenmesi amaciyla olusturulan 6n formiillerin siirtilebilirlik
ozellikleri morfolojik olarak incelenmis ve partikiil boyutlar1 ile polidispersite

indeksleri 6l¢iilmiistiir.

On formiilasyon ¢aligsmalarinda ilk olarak segilen yiiksek basinglh
homojenizasyon yonteminin yari kati lipid nanopartikiillerin hazirlanmasinda tercih
edilen bir yontem oldugu literatiir taramasi sonucu anlasilmistir. Lippacher ve ark.
(2001) bu yontemle jel benzeri viskoelastik 6zelliklere sahip ve 150-300 nm partikiil
boyutlarina sahip yar1 kati lipid nanopartikiiller iiretmiglerdir. Sonug¢ olarak tek
basamakli iiretim metoduyla kolloidal partikiil boyutlarina sahip ve uygun viskoelastik

ozellikleri olan formiillerin olusturulabilecegi anlagilmistir.

[k iiretim igin 3 farkli kat1 lipid ve YAM olarak Poloxamer 188 (%1,35) ve
Tween 80 (%0,17) kullanilarak formiilasyonlar Amasya ve arkadaslarinin kullandigi
yiiksek basing¢li homojenizasyon metodu modifiye edilerek hazirlanmigtir (Amasya ve
ark., 2019). Bu yontemle nanometre boyutlarinda lipid partikiil elde edilememistir.
Denenen F1-F9 kodlu tiim formiilasyonlarin partikiil boyutunun 1 pm {izerinde oldugu

gdzlenmistir. Bu teknikle hedeflenen nano boyutta lipid nanopatikiil formiilasyonlari
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elde edilemediginden yeni formiilasyonlarin yiiksek basingli homojenizasyon

yontemiyle hazirlanmasina karar verilmistir.

F. S. Abdel-Salam ve ark. (2017) kortizon tiirevi bir bilesik olan diflorokortalon
valerat etken maddesini minimum sistemik absorbsiyon ile topikal uygulamak igin
hazirladiklar1 yar1 kati lipid nanopartikiillerin formiilasyon kompozisyonu ikinci grup
lipid nanopartikiillerin ~ hazirlanmasinda  denenmistir. ~ Yiksek  Basingh
Homojenizasyon metoduyla ilk grup formiilasyolar1 kati lipid olarak Compritol 888
ATO, Precirol ATO 5, Tristearin ve Stearik Asit degisen konsantrasyonlari ve YAM
olarak Poloxamer 407’nin %10 konsantrasyonu denenmistir. Olusturulan F10-F17
kodlu formiilasyonlarin partikiil boyutlar1 122-167 nm araligindadir, bununla beraber
morfolojik 6zellikleri incelendiginde en yiliksek yag konsantrasyonlarinda dahi
istenilen yar1 kat1 akigkanlikta bir formiilasyon olusmamistir. Bu yontemle iiretimi
yapilan s6z konusu lipid nanopartikiillerin tiimii akigkan sivi kivamdadir. Hedeflenen
yar1 kat1 lipid nanopartikiiller iki formiilasyonda da olusturulamadigindan dolay1

yiiksek basin¢li homojenizasyon tekniginden vazgegilmistir.

Yar kati lipid nanopartikiil iiretimi yapmak amactyla pek ¢ok arastirmact ikinci
tiretim metodu olarak sectigimiz yiliksek hizda karistirma ve ultrasonikasyon
yontemini benimsemistir. Bir grup arastirmaci yayimladiklar1 ¢alismada etofenamat
etken maddesi ytiklii yar1 katt SLN’ler elde etmek amaciyla yiiksek hizda karigtirma
ve ultrasonikasyon yontemleri birlikte kullanmistir. (Badilli ve ark., 2017)
Arastirmacilar yaptiklari ¢alisma sonucunda uygun partikiil biiytikligi, polidispersite
indeksi ve jel benzeri yapida siiriilebilirlik 6zellikleri gdsteren yar1 kati SLN’ler elde
etmislerdir. Calismamizda yar1 kat1 lipid nanopartikiiller yiiksek hizda karigtirma ve
ultrasonikasyon yontemiyle de Boliim 3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanmis, S1-
S12 kodlu formiilasyonlarin yapisal 6zelliklerinin incelemesi ve karakterizasyonlari
yapilmistir. Sonugcta elde edilen formiillerden nano boyutlarda ve uygun polidispersite
indeksi araliginda olanlar saptanmistir. Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5 ve
Tristearin kat1 yaglari ile olusturulan formiilasyonlarin partikiil boyutu, PDI verileri
hedeflenen degerlere yakin c¢ikarken ayni konsantrasyonlarda stearik asit ile

olusturulan formiillerin partikiil boyutlarinin nanometre skalasinda olmadigi
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gbzlenmistir. Ayn1 zamanda stearik asitli formiiller ¢ok sert ve mumsu bir yapida
olduklarindan uygun bulunmamistir. Bu nedenle yar1 kati lipid nanopartikiillerin
eldesinde stearik asitin kullanimindan vazgegilmistir. Kullanilan diger lipidler ile
hazirlanan formiillerin bilgi alami igerisinde yar1 katt NLC formiilasyonlarinin
hazirlanmas1 amaciyla kullanilmasina karar verilmistir. Sivi lipid olarak dogal bir yag
olan argan yagi se¢ilmistir. Argan yagi cilt nemlendirici, cilt bariyerini koruyucu,
antioksidan ve yaglanma etkilerini giderici 6zellikleriyle son yillarda kozmetik agidan
dikkat ¢ekmektedir. (Guillaume ve Charrouf, 2011). Aynm1 zamanda bu konuda
literatiirde argan yagi ile yapilan ¢alismalarin ¢ok sinirli olmasi nedeniyle

calismamizda argan yagi siv1 lipid olarak tercih edilmistir

Yapilan 6n formiilasyon ¢aligmalar1 sonucunda edinilen temel verilerle olustulan
bilgi alam1 dogrultusunda yar1 kati lipid nanopartikiiller hazirlanmasi asamasina
gecilmistir.  Formiilasyonlarin  hazirlanmasinda  yliksek hizda karigtirma ve
ultrasonikasyon yontemi kullanilmig ve yonteme ait kritik islem parametreleri
belirlenmistir. Kat1 lipid olarak Compritol 888 ATO, Precirol ATO 5, tristearin ve
tripalmitin, siv1 lipid olarak ise argan yagi segilerek formiilasyona ait parametreler yani
kritik materyal 6zellikleri tayin edilmistir. Yart kati1 lipid nanopartikiiller Poloxamer
407 kullanilarak stabilize edilmistir. Buna gore formiilasyon i¢indeki yiizde olarak
farkli orandaki kat1 lipid/sivi lipid karigimlar1 (%20-%30), farkli kat1 lipid/sivi lipid
(70/30 - 80/20) oranlariyla, sabit Poloxamer 407 oran1 (%10) ve sabit aktif bilesik orani
(%2) kullanilarak 16 adet farkli yari kati NLC formiilasyonundan olusan bir bilgi alani

elde edilmistir.

Bu asamada materyallerden veya prosesten kaynakli degiskenligin kontrol
edilebilmesi ve tanimlanmis hedef iiriin kalite profiline ulasabilmek i¢in kontrol
edilmesi gereken kritik kalite 6zellikleri i¢in kontrol stratejisi gelistirmistir. Kalite
degiskenlerini 6l¢cmek amaciyla lipid nanopartikiil formiilasyonlarinin belirlenen kritik
kalite Ozellikleri olarak belirlenen parametreler partikiil boyutu ve polidispersite
indeksi "Dinamik 151k saginim1" yontemi ile saptanmustir. Okliizyon faktdrii ise in vitro

okliizyon testiyle Ol¢iilmiistir (De Vringer, 1992). Kritik olmayan Kkalite
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ozelliklerinden ise zeta potansiyel tayinleri zetasizer ile yapilmig; mekanik

ozelliklerine bakilmig, miktar tayini, % islem etkinlikleri hesaplanmistir.

Hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu 163,1 nm -325,7 nm araligindadir.
PDI degerleri ise 0,161 — 0,477 araliginda bulunmustur. Olusturulan 16 yar1 kati lipid
nanopartiiiliin in vitro okliizyon faktorleri Boliim 3.3.2.4’de gosterildigi gibi 6,12 ve
24 saatler i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. 12. saat okliizyon faktorii kritik kalite 6zelligi
olarak segilmistir. Bunun nedeni gelistirilen formiilasyonun giinde iki defa
uygulanmasinin amacglanmasidir. 12. Saatte elde edilen in vitro yiizde okliizyon
faktorii degerleri %33,74 - %60,81 araliginda bulunmustur. Elde edilen veriler
amaglanan sinirlar dahilinde olup tiim formiiller i¢in okliizyon faktdrii en az yiizde

yirmidir.

Yari kat1 bir iirlin tasarlanirken iirlinliin ambalajindan alinmasi, deri yiizeyine
kolay uygulanmasi ve uygulandigi bodlgede akmadan kalmasi agilarindan belli
mekanik 6zelliklere sahip olmasi istenir. Mekanik 6zelliklerin tayini bitmis tiriiniin
uygulamadaki basaris1 hakkinda ipuglar1 verir. Bu amagla sertlik, sikistirilabilirlik,
adheziflik, koheziflik ve elastikiyet ozellikleri tayini Boliim 2.3.2.3’de anlatildig:
sekilde yapilmis ve 16 formiilasyona ait tekstiir analiz sonuglar1 Cizelge 3.14’de
gosterilmigtir. Mekanik ve reolojik 6zelliklere {irtin kompozisyonu, i¢erdigi lipid cinsi,
igerikteki lipid oraninin 6nemli bir etkisinin oldugu olusturulan 16 formiilasyondan
elde edilen farkli verileri sonucunda belirlenmistir. Mekanik 6zelliklerden sertlik ve
sikistirilabilirlik degerleri, liriiniin liretimden bitiminde ambalaja koyulmasi, tiiketici
tarafindan primer ambalajindan alinmas1 ve uygulandigi deri bolgesine yayilmasi
acisindan yorum yapilmasma imkan vermektedir. Bu degerlerin kii¢lik olmasi
ozellikle seliilit gibi biiylik deri ylizeylerine uygulama yapilmast agisindan kolaylik
saglayacag1 degerlendirilerek iirliniin performansini arttiracagi kanaatine varilmistir.
Hazirlanan 16 formiilasyon i¢in Cizelge 3.14’de verilmis olan olusturulan 16 NLC
formiilasyonunun sertlik ve sikistirilabilirlik 6l¢iim sonuglart karsilastirildiginda tiim
formiillerin siiriilebilme i¢in uygun sertlik ve sikistirilabilirlik degerlerine sahip oldugu
ve formiilasyonlar igerisinde tripalmitin ve tristearin kati lipidleri ile iiretilenlerin en

diistik sertlik ve sikistirilabilirlik degerleriyle en kolay kaptan alma ve uygulama
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ozellikleri gosterebilecegi degerlendirilmistir. Koheziflik yar1 katinin uygulandiktan
sonra olusan yapisal reformasyonu ifade etmektedir. Koheziflik degeri yiiksek olan
formiilasyonlarin uygulandiktan sonra yapilarini koruyabildiklerinin gostergesi olarak
yorumlanmaktadir. Hazirlanan yar1 katt NLC formiilasyonlarinin koheziflik degerleri
literatlirde yapilan ¢alisma sonuglari ve piyasa preparatlarinin 6l¢iim sonuglarina
bakilarak uygun sinirlarda oldugu belirlenmistir (Simsolo ve ark., 2018). Elastikiyet
de koheziflik ile benzer olarak zamanla yar1 katida meydana gelen yapisal
deformasyonun eski haline gelmesini ifade eder. Tiim formiillerin elastikiyeti 0,988

ile 1,011 arasinda yakin degerler bulunmustur.

4.3. Elde Edilen Verilerin Yapay Sinir Aglan ile Degerlendirilmesi ve

Formiilasyon Optimizasyonu ile ilgili Bulgularin Degerlendirilmesi

QbD uygulamalarinin veri analizi basamagi i¢in yapay sinir agi modeli
olugturmak amaciyla hazirlanan 16 farkli yari kati NLC formiilasyonuna ait kritik
materyal Ozellikleri girdi olarak, formiilasyonara ait kritik Kalite 6zellikleri ise ¢ikt
olarak kullanilmis, girdi ve ¢iktilar arasindaki iliski INform V5.01 ANN programi
kullanilarak incelenmistir. Calismamizda yapay sinir ag1 programi olan INform V5.01
ANN programinin kullanilmasmin sebebi, kalite 6zelliklerinin bilgisayar programi
tizerinden degerlendirilmesi ve ulagilmasi hedeflenen optimum formiilasyonun daha

kolay belirlenebilmesidir.

Boliim 2.3.6.1.°de anlatildig1 gibi; INform V5.01 ANN programi ile yapay sinir
ag1 modeli olusturabilmek i¢in bilgi alaninda yer alan girdi ve ¢iktilar programa
aktarilmig, programin bu verilerle egitilmesi ve 6grenmesi saglanmis ve uygun bir
yapay sinir ag1i modeli gelistirilmistir. Elde edilen bu modelin giivenilirliginin
degerlendirilmesinde r?’li egitim setleri kullanilmistir. Yorumlamalar asagida verilen
araliklarda ve r? degerlerinin yiiksek olusuna gore yapilmaktadir.Modele ait r2
degerleri Cizelge 3.15’de verilmistir. Cizelgede partikiil boyutu, PDI, 12. Saatte elde
edilen in vitroyiizde okliizyon faktorii degerleri igin r? degerlerinin en diisiik 0,71 ve

en yiiksek 0,90 arasinda degismekte oldugu goriilmektedir. Buna gore cizelge 2.9°da
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verilen girdi ve ¢iktilar kullanildiginda olusturulan yapay sinir ag1 modelinin giivenilir

oldugu sonucuna varilmstir.

Giivenilir model

rz>0,70

0,50 <r?>< 0,70 Dikkat edilmesi gereken model

r’<0,50 = Giivenilir olmayan model

Elde edilen r? degerlerine gore yapay sinir agmin verdigi optimum formiilasyona

ait bilesenler Cizelge 4.3 de gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. YSA programindan elde edilen optimum formiilasyon bilesenleri

Optimum Yar1 Kati NLC Formiilasyonu
Compritol 888 ATO 0
(mg)
Precirol ATO 5(mg) 2600
Tripalmitin (mg) 0
Tristearin (mg) 1650
Argan yagt 1400
Kafein (mg) 500
Poloxamer 407 (mg) 2500
Dig Faz Hacmi (mL) 25

Sekil 4.1.’de model i¢in elde edilen ii¢ boyutlu grafiklerden 6rnekler verilmistir.
Buna gore, Sekil 4.1°de A) Precirol ATO 5 ve tristearinin partikiil boyutuna olan etkisi
B) Precirol ATO 5 ve argan yaginin PDI {izerine etkisi; C) Tristearin ve argan yaginin
PDI iizerine etkisi D) Precirol ATO 5 ve tristearinin okliizif 6zellik iizerine etkisi; E)

Tristearin ve argan yaginin okliizif 6zellik tizerine etkisi grafiklerini icermektedir.
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Tristeans 1hgs00 - 2800 Precieci ATO § (mg) (X)
6000 6000 I

Sekil 4.1. INform V5.01 ANN programindan elde edilen bazi ti¢ boyutlu grafik 6rnekleri

Bu dogrultuda hazirladigimizda optimum formiilasyondan analizler sonucu elde
ettigimiz kritik kalite 6zelliklerine ait veriler ve programdan gelen tahminler Cizelge

4.4’de gosterilmistir.
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Cizlege 4.4. Optimum formiilasyona ait YSA programindan gelen
tahminler ve analiz sonucu elde edilen veriler

B ANN Programindan
Parametreler Kritik Kalite Ozellikleri Analiz verileri gelen tahminler
Kritik Partikiil boyutu 186,5+1,457 185
Parametreler PDI 0,208+0,033 0,207
12. saat Okliizyon Faktorii %46,5+5,6 40,1

Cizelge 4.4.’de de goriildiigii lizere programin tahmini verileri ve analiz sonucu
elde ettigimiz sonuglar birbiriyle ortiismektedir. Bu sonuclar ile QbD temelli

formiilasyon optimizasyonunun basariyla uygulandigina karar verilmistir.

4.4. Optimum Formiilasyon Uzerinde Yapilan Cahsmalara Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Optimum formiilasyonun karakterizasyonu yapilmus, kritik kalite 6zellikleri ve
bu oOzellikler ile istenilen hedef triin kalite profiline ulasilip ulasilamadigi
incelenmistir. Hazirlanan optimum formiilasyonun partikiil boyutu 186,5+1,457 nm
ve PDI degeri 0,208+0,033 olarak dlgiilmistiir. Kritik kalite 6zelliklerinden okliizyon
faktorii ise %46,5+5,6 olarak bulunmustur. Hazirladigimiz optimum formiilasyon ile
calismamizin baslangicinda hedefledigimiz kritik kalite 6zelliklerinin elde edildigi
goriilmiistiir. Boylece yukarida da belirtildigi gibi uygun bir QbD optimizasyonunun
yapildig1 kanitlanmstir.

Ayni1 yontemle 6l¢iilen formiilasyonun zeta potansiyel degeri -26,6 + 1,33 olarak
Olclilmiistiir. Zeta potansiyel degeri yiiksek oranda negatif veya pozitif olan sistemler
kararli kabul edilmektedir (Rahman ve ark., 2010). Bu agidan olusturulan yar1 kati
NLC formiilasyonlarinin sahip oldugu zeta potansiyel degerinin sistemin stabilitesi

acisindan olumlu oldugu diisiintilmiistiir.
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Hazirlanan optimum yar1 kati NLC formiilasyonunun yiizde islem etkinligi
degeri %97,19+1,12 olarak hesaplanmistir. Puglia ve arkadaslarinin ¢aligmasinda da
da benzer bir sekilde kafeini SLN igerisine yiliklemis ve hidrofilik aktif bilesenlerin,
lipid nanopartikiillerde formiilasyonu sirasinda su fazinda ayrilma egilimi oldugundan
dolay1 zayif bir sekilde enkapsiile olmasini beklerken yiiksek islem etkinligi (75% +
1.1) elde etmislerdir. (Puglia ve ark., 2016) Yar1 katt NLC formiilasyonlar igerine
askorbil palmitat yiiklenen baska bir ¢alismada ise lipfilik maddenin %100’e yakin
islem etkinlikleri elde edilmistir (Teeranachaideekul ve ark., 2008). Bu g¢alismada
kullanilan tasiyici sistemin yari kati lipid nanopartikiil olmasi nedeniyle %100’e yakin

islem etkinligi elde edilmistir.

Olusturulan optimum formiilasyonun deri ylizeyinden suyun buharlasarak
ugmasinin engellenmesinin olgtildigii okliizyon faktdrii 6l¢iim sonuglar1 Cizelge
3.17°de verilmistir. Optimum formiilasyon yiiksek oranda ciltten suyun uzaklasmasini
azaltict bir okliizif faktér degerine sahiptir. Bunun nedeni yar1 kati NLC’nin
icerigindeki kati lipidlerin deri yiizeyindeki mikroporlar: tikayarak bir film tabakasi
olusturmasi bdylece su kaybini engellenmesi olarak yorumlanabilir (Ammar ve ark.,
2016). Optimum formiilasyonun 6. Saatteki okliizyon faktorii 21,4+10,6, 12. Saatteki
okliizyon faktorii 46,5£5,6 ve 24. Saatteki okliizyon faktorii 59,0+4,3 olarak
hesaplanmistir. Ayrica optimum formiilasyon ile kiyaslama yapmak amaciyla Piyasal
koduyla belirtilen piyasa preparati segilmis ve okliizyon faktorii Olglilmiistiir.
Optimum formiilasyonun 12. saatte 46,5+5,6 okliizyon faktoriine karsilik piyasa
preparatinin okliizyon faktorii 0 olarak bulunmustur. Piyasa preparatina ait bu degerin
hi¢ preparat uygulanmamis kontrol deneyi ile ayni sonug¢ olmasi optimum

formiilasyonun piyasa preparatina gore ¢ok daha iistiin oldugunu gostermistir.

Topikal uygulama amaciyla gelistirilen yar1 kati preparatlarin  kullanici
tarafindan uygulama kolaylig1 bakimindan mekanik 6zellikleri onem arz etmektedir.
Hazirlanan formiilasyonun konuldugu primer ambalajindan kolay bir sekilde
alinabilmesi, genis uygulama alanlarina rahatlikla siiriilebilmesi topikal yar1 kati
preparatlarda aranilan mekanik 6zelliklerdir. Optimum formiilasyonun ve piyasadan

temin edilmis olan seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan {i¢ farkli formiilasyonun
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mekanik o6zelliklerinden sertlik, sikigtirabilirlik, adeziflik, koheziflik ve elastikiyet
degerleri Olcililmiis ve aralarinda kiyaslama yapilmistir. Sertlik ve sikistirilabilirlik
degerleri formiilasyonun primer ambalajdan alinmasinin ve uygulama alanina
stiriilmesinin yorumlanmasinda birlikte degerlendirilebilirler. Cizelge 4.5’de optimum
formiilasyon ve piyasada seliilitin kozmetik bakiminda kullanilan Piyasa 1, Piyasa 2

ve Piyasa 3 kodlu formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerine ait veriler gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Optimum formiilasyon ve piyasa preparatlarinin mekanik 6zelliklere ait

veriler (n=6)
Formil Sertlik | Sikistirilabilirlik | Adheziflik | Koheziflik | Elastikiyet
(N) =SS (N.mm) £SS | (N.mm) =SS +SS +SS

Optimum |, 1366001 0,1900,005 0 1.493£0,046 | 0,997+0,007

Formiil

Piyasal | 0,059£0,002 |  0,204+0,023 0 0,893+0,030 | 0,997+0,013

Piyasa2 | 0,125£0,002 |  0,403+0-019 0 0,953+0,010 | 0,993+0,0017

Piyasa3 | 0,203£0,009 |  0,600£0,063 0.366+0,024 | 0,903£0,079 | 0,992+0,014

Cizelge 4.5’de verilen mekanik oOzelliklere ait verilere gore optimum
formiilasyonun sertlik ve sikistirilabilirlik degerlerinin piyasa preparatlarindan disiik
olmas1 kaptan alinma ve kullanim alanina siiriilebilme kolaylig1 saglayacag:
diistintilerek uygun oldugu degerlendirilmistir. Koheziflik yar1 katinin uygulandiktan
sonra olusan yapisal reformasyonu ifade etmektedir. Koheziflik degeri yiiksek olan
formiilasyonlarin uygulandiktan sonra yapilarini koruyabildiklerinin gostergesi olarak
yorumlanmaktadir. Hazirlanan optimum yar1 katit NLC formiilasyonunun koheziflik
degerleri literatiirde yapilan g¢alisma sonuglari ve piyasa preparatlarinin Olgim
sonuglaria bakilarak uygun sinirlarda oldugu belirlenmistir (Simsolo ve ark., 2018).
Elastikiyet de koheziflik ile benzer olarak zamanla yar1 katida meydana gelen yapisal
deformasyonun eski haline gelmesini ifade eder. Tiim mekanik 6zelliklere ait degerler
incelendiginde optimum formiilasyonunun topikal uygulama i¢in uygun mekanik

ozelliklere sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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Temel olarak, NLC’lerin olusumunda {i¢ farkli model oldugu teorisi ortaya
atilmistir. Bu modeller olusturulurken kati ¢ekirdek i¢indeki ila¢ molekiillerinin yeri
ve dagilimi arasindaki farkliliklar g6z 6niinde bulundurulmustur. NLC Tip 1 kusurlu
kristal model olarak da anilir, NLC Tip 2 amorf model olarak da bilinmektedir ve NLC
Tip I, g¢oklu model olarak tanimlanmistir. Salim c¢alismalarina baktigimizda
hazirladigimiz optimum formiilasyonu NLC Tip 2 olarak yorumlayabiliriz. NLC Tip
2 belli lipid g¢esitleri karisimi kullanildiginda olusmaktadir. Amorf yapili kati
partikiiller elde edilmesinden sorumlu olan bu lipidler, sogutma esnasinda ve raf dmrii
boyunca yeniden kristalizasyon olusumundan kaginirlar bu da depolama siiresince
aktif bilesigin lipid nanopartikiilden disar1 sizmasini en aza indirir. (Souto ve ark.,
2007). Bizim ¢alismamizda da kati lipid olarak Precirol ATO 5 ve tristearin yaglari
stv1 lipid olarak argan yagi ile karisimi oldugundan ve DSC ile bu optimum formiiliin
amorf yapida oldugu kanitlandigindan hazirlanan optimum yar1 kati NLC

formiilasyonun NLC tip 2 modeline uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Yapilan in vitro salim ¢alismalarinda hem Franz Difiizyon Hiicresi teknigi hem
de statik yontem kullanilmigtir. 1975’de Franz tarafindan gelistirilen Franz difiizyon
hiicresi modeli salim caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir. Calismamizda
reseptor kompartmana gecen aktif bilesik tayini 6nceden valide edilmis olan PBS pH
7,4 ortamindaki etkin madde miktar tayini ile gergeklestirilmistir. 12 saat siirdiiriilen
deney sonucunda 12. Saatte agiga ¢ikan aktif bilesik miktart %43,75 +1,60

bulnmustur.

Nano boyutlu ilag salimin1 degerlendirmek i¢in kullanilan yontemler arasinda,
statik yontem diger adiyla diyaliz yontemi Franz yoOntemine alternatif olarak
kullanilmaktadir. (D’Souza, 2014). Statik yontemde aktif bilesik igeren
nanopartikiiller diyaliz membran igine koyulur agz sikica kapatilir ve reseptor igine
yerlestirilir ve ortam stirekli olarak karistirilir (Michalowski ve ark., 2004). Yar1 kat1
lipid nanopartikiillerden kafeinin saliminin 12 saat incelenmesi amaciyla ikinci
yontem olarak sectifimiz statik yontemde 12. saatteki agiga ¢ikan kafein miktar

%70,05 +£2,63 olarak bulunmustur.
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Her iki yontemde ¢ikan yiizde kafein miktarlar1 karsilastirildiginda dogal olarak
statik yontemde ¢ikan kafein miktarinin ¢ok daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeni statik yontemde reseptor fazla temas eden diyaliz membran yiizey alaninin
Franz hiicresindekine gore ¢ok daha biiyiik olmasidir. Statik yontem ile ¢alisma sadece

her iki yontemin karsilastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Kafein yiiklii optimum formiilasyon, kafein icermeyen optimum formiilasyon ve
bu formiilasyon bilesiminde yer alan kat1 lipidlerinin DSC analizlerinden elde edilen
termogram Sekil 3.12°de verilmistir. Lipidlerden tristearinin erimesine bagli olarak
karakteristik endotermik pik 60,73 C°’de, Precirol ATO 5’in ise 63,86 C°’de
gozlenmistir. Saf lipitlere ait bu pikler, kafein igeren ve kafein igermeyen optimum
formiilasyonun DSC termogramlarinda yaklagik 8-10 derecelik kaymalarla birlikte
kismi etkilesimlerine ve ikili lipit matrisinin kristalligindeki degisime baglanabilir.
Benzer bulgular lipid karigimlarindan lipid nanopartikiil tireten farkli arastirmacilar
tarafindan da gozlenmistir (Amasya ve ark., 2019; Chantaburanan ve ark., 2017). Saf
haldeki kafein 236,7 C°’de keskin bir endotermik pik vermistir. Kafein yiiklii optimum
formiilasyonda ise aktif bilesene ait erime pikinin gézlenmemesi kafeinin lipid matriks

igerisinde amorf halde bulundugunu gostermektedir.

Optimum formiilasyonun ge¢imli elektron mikroskobu ile goriintiilemesi
yapilmis ve olusturulan yar1 kati NLC’lerin kolloidal boyutta ve kiiresel sekilli
partikiiller elde edildigi gozlenmistir. NLC formiilasyonlarinda herhangi bir

agregasyon olusmadigi gézlemlenmistir.

Dermal formiilasyonlarin pH'1 deride tahrise, irritasyona ve cildin bakteriyel
enfeksiyona acik hale gelmesine neden olmamasi agisindan onemli bir faktordiir
(Clares ve ark., 2014). Hazirlanan optimum formiilasyonun pH ve viskozite dl¢iim
sonuglar1 Cizelge 3.19’da verilmistir. Formiilasyon pH’s1  6,62+0,006’dir. Derinin
dogal pH’s1, viicudun hangi bolgesinde yer aldigina ve bireyin yasina baglh olarak 4
ila 6 arasinda degismektedir (Loden, 2003). Bu bilgiler dahilinde olusturulan

formiilasyonun topikal uygulama i¢in uygun pH’ya sahip oldugu olduguna karar
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verilmistir. Bir formiilasyonun reolojik karakteri 6zellikle paketinden {iriinii alma ve
cilt lizerinde uygulayabilme, yayabilme Ozelliklerine etkisi bakimindan &nemlidir
(Alves ve ark., 2011). Optimum formiilasyon reolojik olarak incelenmis ve {i¢ farkli
hizda viskozluk degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiilen bu degerler sonucunda formiilasyonun
viskozlugunun kayma hizi arttikca azalan pseudo plastik akis tipine sahip oldugu
sonucuna varilmistir (Alves ve ark., 2011). Pseudo plastik akis gosteren yari kati
formiilasyonlar topikal uygulamaya en uygun formlardir. Bir ¢alismada minoksidil
etkin maddesi igeren NLC formiilasyonlar1 su iginde yag (Y/S) tipi emiilsiyon
icerisinde formiile edilmis ve reolojik Ozellikleri incelenmistir. Olusturulan
formiillerin pseudo plastik akis tipine sahip ve tiksotropik 6zellikleri oldugu ve bu akis
tipinin topikal uygulama igin elverigli oldugu sonucuna varilmigtir (Silva ve ark.,

2009). Bizim formiilasyonumuz da bu agidan uygun 6zelliklere sahiptir.

Optimum formiilasyonun 25 = 1 C°, % 60 bagil nem kosullarinda, birinci ay
stabilite sonuglar1 incelendiginde kritik kalite Ozelliklerinden partikiil boyutu ve
polidispersite indeksi degerlerinde istatiksel olarak anlamli bir fark olmadig
gozlenmistir (p>0,05). Enkapsiilasyon etkinliginde de bir aylik siirede istatiksel olarak
anlamli bir degisim olmamistir (p>0,05). Baslangi¢ ve birinci ay pH degerleri yakin
olmasina ve iki degerin de deriye uygulanmaya uygun pH araliginda olmasina ragmen
Olctimler arasindaki standart sapmanin ¢ok kii¢iik olmasindan dolay:r aralarinda bir
fark oldugu yoniinde bir istatistiksel veri olsa da pH’daki degisimin énemli olmadig
degerlendirilmistir. Formiilasyonlarin viskoziteleri baslangicta Srpm, 10rpm ve 20
rpm hizlarda akis tipinin belirlenmesi amaciyla ol¢iilmiistiir. Stabilite caligmalarinda
10 rpm’deki viskozluk degerinin kullanilmasina karar verilmistir. Bu donii hizinda
baslangi¢ ve birinci ay viskozluk 6l¢iim sonuglari arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Bu sonuglar olusturulan optimum formiilasyonun
fizikokimyasal olarak bir aylik donemde stabil kaldigini gdstermistir. Stabilite

caligmalar1 devam etmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda seliilitin kozmetik bakiminda kullanilmak {izere tasarimla
kalite prensibi benimsenerek yari kat1 lipid nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmis ve

asagidaki sonuclara ulagilmistir:

1. Projede kullanilan etkin madde olan kafeinin miktar tayininin yapilabilmesi
icin farkli ortamlarda hassas ve giivenilir bir miktar tayini yontemi belirlenmistir.

Ayni1 zamanda miktar tayini yonteminin analitik validasyon caligmalar1 yapilmistir.

2. Seliilit i¢in etkili olan kozmes6tik maddenin derideki hedef bdolgeye
taginabilmesi i¢in nanoteknolojiden yararlanilmis ve dermal yolla kullanimi avantajl
oldugu bilinen ayni zamanda bitmis iirlin olarak degerlendirilen yar1 katt NLC

sistemleri tasiyici sistem olarak segilmistir.

3. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda ve gelistirilmesinde QbD yaklagimi
benimsenmis ve belirlenen hedef iirtin kalite profiline ulasabilmek i¢in gerekli kritik

kalite 6zellikleri olusturulan bilgi alan1 igerisinde benimsenmistir.

4. QbD adimlan takip edilerek yapilan ¢aligmada 6n formiilasyon caligmalari
yapilarak kritik islem parametreleri ve kritik materyal Ozellikleri belirlenmis ve

formiilasyon ¢aligmalarina gecilmistir.

5. Hedef iirlin kalite profilini saglayan optimum formiilasyona INForm V5.01
ANN programi ile ulasilmig ve yari kat1 lipid nanopartikiil formiilasyon optimizasyonu

yapay sinir aglar1 yardimiyla yapilmistir.

6. Elde edilen optimum formiilasyon kritik Kalite 6zellikleri incelendiginde QbD
kapsaminda basta belirlenen 6zelliklere ulasildigi goriilmiis ve kozmetik alanda

basaril1 bir QbD ¢aligmasi1 yapilmistir.
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7. Sonug olarak tamamlanan bu ¢alismada nanoteknoloji, tasarimla kalite ve
yapay zeka gibi ileri teknolojiler bir arada kullanilarak zaman ve maliyetten tasarruf

etmeyi saglayan, kalitenin bastan belirlendigi bir iiriin elde edilmistir.

8. Calismanin devaminda gelistirilen sonu¢ formiilasyonun uzun siireli stabilite
caligmalari; in vivo etkinlik testlerinin yapilmasit ve piyasadaki benzer iriinlere

alternatif olarak degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
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OZET

Seliilitin Kozmetik Bakiminda Lipid Nanopartikiiler Sistemlerin Gelistirilmesine
Yonelik Calismalar

Siklikla kadinlarda Gstrojen etkisine bagli yag dagiliminin belirgin oldugu pelvik bolge,
alt ekstremiteler ve abdominal bolgede gozlenen ve tipik portakal kabugu goriiniimiine yol
acan seliilit bir hastalik olmamakla beraber estetik bir problemdir. Seliilitin kozmetik
bakiminda 6zellikle metil ksantin igeren iiriinler cilt altina asir1 yag birikimini 6nlemesi ve
lenfatik drenaji1 arttirmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Metil ksantinler i¢inde de en gok
kullanilan kafein, calismada aktif bilesen olarak secilmistir. Nano yapili lipid tastyicilar
topikal ilag ve kozmetiklerde son yillarda iizerinde pek ¢ok caligsma yapilan sistemlerdir. Bu
sistemler yeni nesil kozmetik {irinlerde okliizif etkisiyle deriyi nemlendirmesi, stratum
corneum tabakasindan etkin madde penetrasyonunu arttirmasi ve epidermis veya dermisin
belli bolgelerine hedeflendirme yapabilmesi gibi avantajlarindan dolay1 tercih edilmektedir.
Bu sistemler igerisinde yer alan yari kat1 lipid nanopartikiillerin en dnemli avantaji ise yeniden
formiile edilmelerine gerek kalmadan kullanilabilmeleri yani bitmis {riin olarak
degerlendirilmeleridir. Bu calismada kafein igeren yar1 kati lipid nanopartikiiller ICH Q8
klavuzunda yer alan tasarimla kalite yaklasimi benimsenerek gelistirilmistir. Hedef iiriin kalite
profili belirlenerek, buna ulasabilmek i¢in gerekli Kritik kalite 6zellikleri; partikiil biiytikligii,
PDI ve okliizyon faktorii olarak tayin edilmistir. QbD kapsaminda veri analizi ve formiilasyon
optimizasyonu yapay zeka araglart yardimiyla yapilmistir. Formiilasyon ¢aligmalari
sonuclarina gore gelistirilen yapay sinir agr modeli yardimiyla elde edilen optimum
formiilasyon hedef iiriin kalite profiline ulasabilmek igin gerekli kalite 6zelliklerine sahip
oldugu bulunmus ve seliilitin kozmetik olarak bakimi i¢in nanoteknoloji, tasarimla kalite ve
yapay zekanin bir arada kullanilmasiyla elde edilen bir final {iriin elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kafein, Nano Yapili Lipid Tastyic1 Sistemler, Seliilit, Tasarimla Kalite,
Yapay Sinir Aglar.
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SUMMARY

Studies on Development of Lipid Nanoparticulate Systems For Cosmetic Care of
Cellulites

Cellulite is frequently observed in the pelvic region, lower extremities and abdominal
region where fat distribution is significant due to estrogen effect in women. Cellulite that leads
to a typical orange-peel syndrome is not an illness but an aesthetic problem. Frequently methyl
xanthine containing products are preferred in topical treatment of cellulite. Because they
prevent excessive fat accumulation under the skin and increase lymphatic drainage. Caffeine,
which is the most widely used methyl xanthine, was selected as an active ingredient for our
study. Nowadays, lipid based nanocarriers have been the subject of many studies on topical
drug delivery and also cosmetics. These systems are preferred in new generation cosmetic
products because of their advantages such as enhancing the hydration of the skin with
occlusive effect, improving the penetration of active substance from the stratum corneum layer
and targeting the active substance to the epidermis or dermis. The most important advantage
of the semi solid lipid nanoparticles in these systems is that they can be used without having
to be reformulated, due to that they are considered as final products. In this study, semi solid
lipid nanoparticles containing caffeine were developed by adopting quality approach with the
design in ICH Q8 manual. The critical quality properties required to achieve the target product
quality profile were determined as particle size, PDI and occlusion factor. According to the
results of the formulation studies, it has been found that the optimum formulation obtained
with the help of artificial neural network model has the required quality characteristics in order
to reach the target product quality profile and for the cosmetic care of cellulite, a final product
was obtained by combining nanotechnology, quality by design and artificial intelligence.

Key Words: Artificial Neural Networks, Caffeine, Cellulite, Nanostructured Lipid Carrier
Systems, Quality by Design.
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